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Zur Kenntnis der Produkte der katalytischen Spaltung 
von Ginsefedern (AufschlieGung des amylalkoholischen Sirups). 


Von 
W. S. Ssadikow. 


(Aus dem Laboratorium fiir organische Chemie des _ wissenschaftlich- 
technischen Staatsinstituts zu Leningrad.) 


(Eingegangen am 31. Mai 1924.) 


Bei der katalytischen Spaltung von Giansefedern gewinnt man 
einen reichlichen amylalkoholischen Auszug, der in Wasser ginzlich 
unléslich ist und beim lingeren Kochen mit konzentrierter HCl bzw. 
20proz. H, SO, nicht in Aminosiauren gespalten wird. Die Hauptmasse 
des Sirups bleibt nach zehnstiindigem Kochen mit 20proz. H,SO, 
als unlésliches Ol zuriick; in der wisserigen Flissigkeit findet man nur 
geringe Mengen von Buttersiure, Valeriansiure, Essigsiure und Thio- 
essigsiure. Im Sirup bzw. im Ol sind stickstoff- und schwefelreiche 
Kérper vorhanden, welche keine gewéhnliche Aminoséuren bzw. kein 
Cystin liefern. 

Es ist nun gelungen, den Sirup mit Hilfe der Brommethode auf- 
zuschlieBen und einige kristallinische Verbindungen abzuscheiden, von 
denen nur eine einzige in gréBerer Menge vorhanden war. Der Gang 
der Darstellung dieser Substanz war folgender: 

Der Sirup wurde mit einem groBen Uberschu8 von Ather versetzt, 
wobei sich ein Niederschlag abschied, der nach dem Umkristallisieren 
aus Alkohol eine geringe Menge eines weiBen Kérpers mit F. 194° 
lieferte. Die Substanz ist N- und S-haltig und ninhydrinnegativ ; sie 
gibt bei der Spaltung mit Salzsiure keine Aminosiuren. Eine Mikro- 
analyse der Substanz ist beabsichtigt. 

Die atherische Lésung des Sirups wird mit Brom versetzt; die 
Brommenge wurde auf 10 Proz. des Gewichtes des urspriinglichen 
Sirups berechnet. Nach 24stiindigem Stehen bei Zimmertemperatur 
wird die bromhaltige atherische Lésung abgedunstet und der zuriick- 
gebliebene Sirup mit Wasser behandelt. Dabei schied sich eine Fiallung 
aus, die mit Wasser gewaschen und in Alkohol gelést wurde. Die braun- 
gefarbte bromhaltige Lésung schied keine Kristalle aus. Sie ist durch 
Wasser fallbar. Zwecks Reinigung wurde die Fallung in NaOH gelést 
und das Filtrat vom unldéslichen Anteil mit HCl versetzt. Es bildet 
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sich ein stark wasserhaltiger hydrogelartiger Niederschlag, der nac), 
dem Auswaschen durch Erwiirmen koaguliert wurde. Der koaguliert 
Anteil wird wiederum in Alkohol gelést und mit Wasser gefallt, wobe: 
sich die Substanz wieder hydrogelartig abscheidet. Die Substa: 
kann man nicht als ganz rein betrachten. Sie hat eine Zusammen. 


setzung: 
. CyHg Ng Br. O,: Gefunden Berechnet 
OF a: We Sa “Neg. a 50,06 Proz. 
eae eee 5,94 ,, 
ee ee a a 
Br a eS 20,23 


Uber die Struktur der Substanz: C,,H,,N, Br, O, ist schwer etwas 
zu entscheiden ; sie ist wahrscheinlich heterozyklisch gebaut und enthail: 
in Ringen mehrere CO-Gruppen. 

Das Filtrat von dieser Substanz wurde abgedampft, dabei ent- 
wickelte sich ein Buttersiuregeruch. Der riickstandige Sirup wird in 
Wasser gelést und die Lésung mit NaOH schwach alkalisiert, um di: 
Uberreste von HBr zu binden; dann wird mit HCl neutralisiert und 
zur Trockne abgedampft. Der Riickstand wird getrocknet und mit 
Alkoho! ausgezogen. 

Der alkoholische Auszug wird abgedampft, in Wasser gelést und 
mit CuCO, behandelt. Es entsteht eine blauliche Lésung, welche 
eingeengt und mit Alkohol versetzt, ein kristallinisches violettes Kupfer- 
salz liefert. Es wurde aus Wasser umkristallisiert. Es enthalt 8 Mo! 
Kristallwasser. 

1. 0,4750 g; nach 30stiindigem Trocknen bei 110° und schlieBlich 

bei 120° erreicht man Gewichtskonstanz: 0,3969 g. 
Der Wasserverlust betrigt also 16,42 Proz. 

2. 0,1114g wasserhaltiges Salz wurden im EinschluBrohr mit 
HNO, bei 180 bis 210° zerstért und in der Lésung der Cu- 
Gehalt bestimmt. 

0.0190 g CuO; Cu = 13,60 Proz. 

3. 0,1924g nach Carius; 0,1160g AgBr; Br = 25,65 Proz. 

4. 0,1725g; 0,1440g CO,; 0,0626g H,O; C = 22,76 Proz.; 
H = 4,03 Proz. 

0,1985 g; 0,1654g CO,; 0,0755g H,O; C = 22,72 Proz.; 
H = 4,22 Proz. 
5. 0.2311 g; v = 9,25 cem (9,79; 751,6 mm); N = 4,74 Proz. 


Gefunden Berechnet CyigHigN3 Brg Cup QOg . 8 H)O 
ae ee 22,83 Proz. 
ae ee 3,58 ss, 
ni <a «0, © a, ee 4,44 ,, 
eo. 5s > se 25,37 .,, 
wwe se 0 o/s ee 13,32 ,, 


* rae 15,22 ,, 
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Die Substanz wurde kristallwasserhaltig analysiert, da sie sich 
beim Trocknen teilweise zersetzt. Die etwas mangelhafte Uberein- 
stimmung zwischen den gefundenen und berechneten Werten erklirt 
sich durch die Anderung des Wassergehalts beim Aufbewahren der 
Praparate. 

Die Analyse zeigt: 1. daB wir es mit dem Kupfersalz einer Tetra- 
carbonséure C,,H,,N,Br,0, zu tun haben; 2. daB diese Saure eine 
Triaminosiure ist bzw. drei Gruppen: —CH—NH, enthalt; 3. daB 
die drei Bromatome nicht mit NH, (in Form von NHBr) verkniipft 
sind, da in einem solchen Falle kein blaues Salz zu erhalten wiire: 4. die 
Saure enthalt wahrscheinlich eine tribromsubstituierte Phenylgruppe. 

Das Kupfersalz: C,,H,.N,Br,Cu,O0,.8H,O kann man_ sich 


folgenderweise vorstellen: 


NH, NH, 


| 
bu_cu,—cu,-—& \H,—_CH,—CH—C,H, Br, . 8H, 0. 


boo — 00 oot 
Cu~ 
Die Saure als solche ist im Sirup nicht vorhanden; sie ist durch 
Sprengung eines Anhydrids entstanden, in dem NH,- und COOH- 
Gruppen amidartig verkniipft sind. Aus der Séure C,,H,,N,O, kann 
man einen anhydridartigen Kérper: CygH,yN,0,; rekonstruieren. 


NH Oc COOH 
| 


| | 
CH—CH,—CH,- C—CH,—CH,—CH—C,H,. 


| 
bo Hk tn —OC 
Wir haben hier eine Verkettung von zwei Ringen; an einen Piprin- 
ring, der mit Carboxyl- und Phenylgruppen versehen ist, ist ein endo- 
bizyklisch gebundener Peptinring angelagert. Diese Verbindung ist 
auch im Sirup als solche nicht vorhanden, sondern stellt die Vorstufe 
eines noch mehr zyklisch entwickelten Komplexes dar. Die freie 
Carboxylgruppe ist mit irgend einer anderen Komponente verkniipft, 
die noch nicht abgetrennt ist; oder diese Komponente wird durch 
Bromeinwirkung zerstért. Allerdings konnte man die S-haltigen 
Komplexe des urspriinglichen Sirups durch die Brommethode nicht 
fassen, da sie durch Brom zerstért werden. 


Da die isolierte Triaminotetracarbonsiure ein itiberwiegendes 
Produkt der Bromeinwirkung auf Sirup darstellt, so kann man als 
sehr wahrscheinlich annehmen, daB drei freie Aminogruppen mit drei 
Carboxylgruppen sozusagen innerlich zyklisch gebunden sind, und daB 


24° 
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man es mit sechsgliedrigen Ringen zu tun hat. Doch sind auch ande: 
Verkniipfungen nicht ausgeschlossen, weil wir die tibrigen Bestandtei| 
des urspriinglichen Anhydrids nicht kennen. Auf Grund der gewonnene: 
Erfahrungen scheint es allerdings festzustehen, daB im amylalkoholische: 
Sirup zyklische Verbindungen praformiert sind, und da8 sie nicht als 
sekundire Produkte der katalytischen Spaltung, z. B. der primaire: 
Peptide, betrachtet werden kénnen, da sie dem anderen Bautypu 
angehéren und mit weniger Stickstoff als die Peptinringe beladen sind 
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i'ber die Stickstoffverteilung in einzelnen Extraktionsfraktionen 
des katalysierten Kollagens. 
Von 
W. S. Ssadikow. 
(Aus der Abteilung fiir organische Chemie des wissenschaftlich-technischen 
Staatsinstituts zu Leningrad.) 


(Eingegangen am 31. Mai 1924.) 


Um uns iiber die Ausbeuten an Peptinen und sonstigen zyklischen 
Verbindungen, die sich bei der Katalyse des Kollagens bilden und sich 
in einzelnen Extrakten anhiufen, zu orientieren, haben wir einen 
quantitativen Versuch unternommen und den Stickstoffgehalt in 


einzelnen Extraktionsfraktionen bestimmt. 

46,0754 g des getrockneten Sehnenkollagens, das vorher mit 
Trypsin und 0,2proz. Sodalésung vorbehandelt und von Mucin und 
EiweiBstoffen befreit worden war, wurden im Autoklaven 6 Stunden 
bei 150° mit 1 proz. HCl katalysiert. Das Katalysat wurde mit Ather, 
Essigitther, Chloroform und Amylalkohol erschépft, dann nochmals 
6 Stunden katalysiert und wiederum mit denselben Extraktionsmitteln 
ausgezogen. 

Das Kollagen enthielt 16,75 Proz. Stickstoff, nach Ajeldahl be- 
stimmt; im ganzen waren 7,7176g Stickstoff vorhanden. 

Das Katalysat | wurde vom unbetriichtlichen Riickstande ab- 
filtriert und auf 500 ccm aufgefillt. 75ccem der Lésung wurden fiir 
die Analysen verwendet und 425cem den Extraktionen unterworfen. 

Im Gesamtkatalysat wurden 7,7233 g N gefunden, davon formol- 
titrierbarer N: 3,0775 g. 

Die Aminosaiuren im Katalysat betrugen 39,84 Proz. des Gesamt-N ; 
60,16 Proz. des Stickstoffs sind in anhydrischer bzw. peptidartiger 
Form gebunden. 

Die folgende Tabelle enthalt die Ausbeuten und den N-Gehalt 
in den einzelnen Extraktionsfraktionen (berechnet auf das Gesamt- 
katalysat). 
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Fraktion Ausbeuten Gesamt-N Amino-N 
Atherauszug .... 1,4000 g 0,1210g Og 
Essigitherauszug . . 7,5665 g 0,9953 g 0,002 352 
Chloroformauszug . 0,1620 g 0,0142 g Og 
Amylalkoholauszug . 2.6580 g 0.2758 g Og 
Gesamtmenge. ... 11,7865 g 1.4063 g 

(11,09 Proz.) 
Gesamtkollagen. . . 25,58 Proz. 18,22 Proz. 


Aus dieser Tabelle kann man folgendes entnehmen: 

1. Die Ausbeuten an Extraktionsfraktionen, welche Anhydric 
enthalten, betragen gegen 25,6 Proz. von dem Gewicht des angewandte: 
Kollagens; 18,66 Proz. des Gesamt-N gehen in die Extrakte tiber. 

2. In den Ausziigen ist meistens kein Amino-N vorhanden. Dey 
Gesamt-N in den einzelnen Fraktionen kann in Prozenten der Extrakt 
gewichte ausgedriickt werden: 


im Atherextrakt ......... 8,5 Proz. 
9» mmtigitheremtrakt....... 130,124 ,, 
»» Chloroformextrakt. ..... . 8,76 ,, 
» Amylalkoholextrakt . ..... 10,37 ,, 


Diese N-Zahlen sind meistens fiir Peptinanhydride zu_niedrig 
Leucinanhydrid enthalt z. B. 12,39 Proz. N, Glycinanhydrid 24,56 Proz 
N. Wir haben also eine Beimengung von stickstoffirmeren, zyklischen 
Substanzen, sie sind hauptsichlich in den Ather- und Amylalkoho! 
ausziigen angehauft. 

Untersucht man das Katalysat I, das mit Ather, Essigiithe: 
Chloroform und Amylalkohol erschépft ist, so findet man in demselben 


NS Ee ae eee eas 
EE 6 34 4s % 2/6 6 ss » ¢ eee 


Also 47,27 Proz. des Gesamt-N sind als Amino-N vorhanden. 


Zweite Katalyse des extrahierten Katalysats. 
Nach sechsstiindigem Erwirmen bei 150° wird das Katalysat I! 
auf 500 ccm aufgefiillt und 100 cem der Lésung zur Analyse angewandt 
Zieht man alle vorausgegangenen Verdiinnungen in Betracht und 
rechnet man auf den urspriinglichen N-Gehalt, so erhilt man im 
Katalysat : 
a ae a ee ee 
Amino-N 4.8617 g 


Der Amino-N betriigt jetzt 76,61 Proz. des Gesamt-N; es bleiben 
noch 23,39 Proz. des Anhydrid-N vorhanden. Bei der zweiten Kataly~ 
werden etwa 29 Proz. des Stickstoffs in Amino-N verwandelt. 
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Unterwirft man das Katalysat I] der Extraktion, so gewinnt man 
folgende Ausbeuten : 


Atherauszug. . . . . 0,244] ¢ 0,53 Proz. des Kollagens 
Essigitherauszug. . . 0,0827 ¢ 0,18 

Chloroformauszug. . . 0,0153 ¢ 6e8 .« = - 
Amylalkoholauszug. . 1,6147g ae - - 


Summa . . 1,9568g = 4,18 Proz. des Kollagens 


Nach der zweiten Katalyse konnte man nur noch 4,18 Proz. der 
Substanz in siémtlichen Ausziigen gewinnen, wobei die Hauptmenge 
(3.54 Proz.) der amylalkoholischen Fraktion angehdért. 

Es ist bemerkenswert, daB die Essigitherfraktion, die nach der 
ersten Katalyse am ergiebigsten war, nach der zweiten Katalyse nur 
sehr klein ist; ebenfalls sind die Ather- und Chloroformfraktionen sehr 
gering; die héchsten Ausbeuten gibt die amylalkoholische Fraktion. 

Im ganzen gewinnt man nach beiden Katalysen gegen 30 Proz 
des Gewichtes des Kollagens an Extraktionsfraktionen. 

Im Katalysat Il sind nach der Extraktion von Anhydriden gegen 
50 Proz. des Stickstoffs in mit Phosphorwolframsiiure fallbarer Form 
vorhanden, was auf die Gegenwart von betriichtlichen Mengen von 
Diaminosaiuren deutet; die Anwesenheit von Peptiden scheint aus- 
geschlossen, da dieselben unter den angewandten Spaltungsbedingungen 
nicht bestiindig sind und in Aminosiiuren umgewandelt werden 

Die oben angefiihrten Beobachtungen zeigen zur Geniige, daB bei 
der katalytischen Spaltung des Sehnenkollagens eine ansehnliche 
Menge (bis 30 Proz.) von extrahierbaren Anhydriden gefunden wird, 
und daB auBerdem eine bedeutende Menge von Diaminosiiuren bzw. 
der nicht extrahierbaren Anhydride, die mit Phosphorwolframsaure 
fillbar sind (gegen 25 Proz. des Gesamt-N), in der wiisserigen Fraktion 
vorhanden ist. 

Der amylalkoholische Extrakt ist nach der zweiten Katalyse 
ziemlich stickstoffarm (8,19 Proz.), was darauf hindeuten kann, dab 
in demselben kompliziertere Anhydride etwa vom Piprintypus enthalten 
sind. Die Trennung und Untersuchung der einzelnen Bestandteile 
der katalytischen Spaltung des Kollagens ist im Gange. 
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Einige Erfahrungen iiber die Mikromolekulargewichts- 
bestimmungsmethode nach K. Rast. 


Ve nm 


W. S. Ssadikow und A. K. Michailow. 


(Aus dem Laboratorium fiir organische Chemie des russischen Instituts 
fiir angewandte Chemie zu Leningrad.) 


(Eingegangen am 31. Mai 1924.) 


Die Mitteilung von K. Rast ,,Uber die Mikromolekulargewichts- 
bestimmung im Schmelzapparat**') hatte unsere Aufmerksamkeit 
darauf gelenkt, daB die dort beschriebene Methode es erméglicht 
mit minimalen Mengen Substanz zu arbeiten, was auf dem Gebiet: 
der bioorganischen Verbindungen von auBerordentlicher Bedeutung 
ist. Da K. Rast nur wenige Beispiele anfiihrt, welche die gute An- 
wendbarkeit seiner Mikromethode beweisen, haben wir es unter- 
nommen, eine gréBere Zahl verschiedener organischer und bioorganischer 
Verbindungen zu priifen, um uns davon zu tiberzeugen, in welchem 
MaBe die Rastsche Methode sicher erscheint. Die Arbeitsweise war 
die gleiche, wie sie in der Rastschen Mitteilung angegeben worden ist. 

Folgende Tabellen enthalten die von uns gewonnenen Ergebnis:c, 
welche allerdings nicht immer giinstig ausfielen. 


Tabelle I. 





F. der | Gewichts- Gewichtse fF der De- 
: Subs | mengeder menge des 
Substanz | stanz Substanz Camph 


°C mg g °C 


Mol.»Gew. Mol..Gew 


Schasiss ergs gefunden | berechnet 





Benzoeséure . 120 29.8 0.4448 151 23 


25,6 0.3100 = =147 27 123 122 
Naphthalin . . 79 39,8 04717 =148 26 129 128 

40,8 04314 1445 295 129 
Acenaphthen . 91 26,8 0,5364 163 13 155 153 
Chrysen ...| 249 18,4 0,2876 163 13 197 

19,4 03916 166 8,5 234 228 
Phthalanhydrid 132 24,0 04834 1625 14 143 148 
Anthracen .. | 213 33,8 0,6848 165 1] 180 178 
ee 175 30,0 0,3040 165.5 8.5 466 465 
Myristinsaure . 54 27,6 0.4222 = 164 12 219° 228 


1) Ber. 55, 1051, 1922. 
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Die Molekulargewichte von aromatischen und zyklischen Kohlen- 
wasserstoffen bzw. deren Derivate sind gut mit der Camphermethode 
bestimmbar, einerlei, ob sie niedriger oder héher als Campher schmelzen. 
Ebenso derartige Verbindungen wie Brucin, Myristinsiure usw. 


Tabelle II. 





F.der Gewichts» Gewichts- F. der Des 


Sub- menge der mengedes . Mol..Gew. Mol..Gew. 
: Schmelze pression 


Substanz stanz Substanz Campbers 


°C g 0 


gefunden berechnet 


p-Nitranilin . 146 37,3 0,4533 151 2: 143 138 

Dibroman- 

thracen ... 2 0.4038 164.5 330 336 

Jodoform. .. 0.5904 1715 401 393 

Pyridinpikrat . j 0,5680 167 3,5 303 308 
0.3112 163 304 

Collidinpikrat . j 30, 04610 = 167 350 

Phenylosazon 

d. Saccharose ‘ 0.4074 168 j 339 

Caleiumsalz d. 

Palmitinsiure , 0,9028 170 570 550 

Bariumsalz der 

Myristinsaiure 18 0,2988 in Campher unléslich 

Gallussfiure. . 246 23,8 0,4816 166,5 10 193 188 


Eine befriedigende Ubereinstimmung mit den theoretischen 
Werten zeigen manche Verbindungen, welche in ihrem Molekiil eine 
Nitrogruppe, Brom oder Jod enthalten; ferner sind die Pikrate der 
organischen Basen gut bestimmbar. Die Verbindungen mit héherem 
Molekulargewicht, wie Jodoform und Brucin, ebenfalls die Phenyl- 
osazone mancher Zucker usw., soweit sie im Campher léslich sind, 
kénnen der Methode zugiinglich sein. Das Calciumsalz der Palmitin- 
siure ist im Gegensatz zum Bariumsalz der Myristinsiure im Campher 
léslich; das erstere ist annaihernd nach Rast bestimmbar. 

Man kénnte glauben, daB alle organischen Verbindungen, welche 
campherunléslich sind, keine entsprechenden Depressionen geben 
kénnen. Aber die Beobachtungen lehren, daB hier noch andere stérende 
Einfliisse, auBer der Unléslichkeit im Campher, sich zugesellen kénnen, 
selbst wenn wir es mit Kérpern, die gut campherléslich sind, zu tun 
haben. 

Bromcampher. 

1. 40,4mg Bromcampher mit F. 79° in 0,5007 g Campher geldst, 
gaben eine Schmelze, die eine Depression von 7° zeigte, was dem Molekular- 
gewicht 474 entsprechen wiirde, gegeniiber dem theoretischen 231. 

2. 34,0 mg in 0,6862 g Campher gelést, gaben eine Depression von 3°, 
was dem Molekulargewicht 663 entspricht. 

Wir bestimmen also das doppelte bzw. dreifache Molekulargewicht 
des Bromcamphers, je nach der Menge des zur Lésung des Bromcamphers 
angewandten Camphers. Hier scheint eine Assoziation von 2 bis 3 Molekiilen 
vorzuliegen. 





«3 “oe ae 
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Borneol (F. 206°). 


Mit Borneol, welcher im Campher gelist wird, beobachtet man kein: 
Schmelzpunktserniedrigung des Camphers, sondern hingegen eine Schmelz 
punktserhéhung. 

32,2 mg Borneol; 0,3268 g Campher. F. der Schmelze 187°; 

F. des Camphers 174°. 

38.2 mg Borneol; 0,5908 g Campher. F. der Schmelze 180°. 

19.6 mg; 0,2016 g Campher (10 Mol). F. der Schmelze 179°; 
Superpression 3°. 

47,0 mg; 0,7120 g Campher (15 Mol). F. der Schmelze 182°; 
Superpression 6°. 

25,4 mg; 0,5154 g¢ Campher (20 Mol). F. der Schmelze 179°; 
Superpression 3°. 

Es ist nicht ausgeschlossen, daB hier irgend eine isomere Umwandlung 
des Borneols vorliegt. 

Arabinose. 

Die Schmelze von Arabinose im Campher zeigt die Depressionen, 
welche dem zweifachen bzw. dreifachen Molekulargewicht gegeniiber den 
theoretischen Wert entsprechen. 

19,2 mg Arabinose ; 0,3918 g Campher; Depression 4,5°. Gefunden 437, 
berechnet 150. 

38,2 mg Arabinose; 0,7744 g Campher; Depression 6°. Gefunden 330 

Von den bioorganischen Verbindungen sind die meisten der von uns 
gepriiften durch die Rastsche Methode nicht bestimmbar. 





Tabelle ITI. 
_E. der Gewichtsmenge| Gewichtsmenge De 
Substanz Substanz der Substanz | des Camphers | F. der Schmelze | 
| oe —— 

rae 236,5 | 38,7 0,7704 174 0 
MOM 6. 64. 291 27,6 0,5596 174 | 0 
Glycinanhydrid . 270 18,8 0,5284 keine Schmelze| 0) 
Fumarsaéure ... 32,3 0,4738 = » | 0 
Lecithin . +5 ” “i 
Traubenzucker. . 31,0 | 0.4712 . 5 7 8 


Aminosiuren, Peptidanhydride, Asparagin, Lecithin, Fumarsaéure und 
ahnliche Verbindungen sind wegen ihrer Campherunléslichkeit nach Rast 


nicht bestimmbar. 
Cholsiure. 


Cholséure ist im Campher léslich. 

18,5 mg der Cholsiure; 0,2278g Campher. fF. der Schmelze 166' 
A = 8®°. Molekulargewicht gefunden 407,5. 

33,0 mg der Cholsiure; 0,3218g Campher. F. der Schmelze 164' 
4 = 10°. Molekulargewicht 411,5. 

48,4 mg der Cholsiéure; 0,5866g Campher. fF. der Schmelze 166 
A = 8°. Molekulargewicht gefunden 414. 

Das wirkliche Molekulargewicht ist 408. 

Fliissige Substanzen, die in Campher gut léslich sind, wie z. B. Pyridin, 
Hexahydrobenzol, geben keine Depressionen des Schmelzpunktes von 
Campher. 
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Pinen zeigt im Campher ein ahnliches Verhalten wie Bromecampher. 

21,9mg Pinen in 2,1760g Campher gelést. F. der Schmelze 161°. 
1 = 13°. Molekulargewicht gefunden 312, berechnet 136. 

Wir haben also etwa ein doppeltes Molekulargewicht. 

Aus den oben angefiihrten Beobachtungen kann gefolgert werden, 
daB die Rastsche Methode in vielen Fallen unanwendbar ist. Auch wenn 
die Substanzen im Campher léslich sind, wie es z. B. bei Terpenen der Fall 
ist, kommt man nicht zu den richtigen Werten des Molekulargewichts, 
weil bei dem Schmelzen eine Assoziation der Molekiile eintritt. Einige 
Substanzen bilden beim Lésen im Campher molekulare Verbindungen. 
Man kennt z. B. 


CosH,OH.CyHu~O ......+s- ~ mit F. 18,6 
CBO .2C..anO 2. x we wt gC BOIS 
C, Hy(OH),.Cyp Hyg 9 ‘oat, # che Se, 
Carer eins Oeneiene? sw 8 tt te lg te Oe 
Ce SOO oii cg RW 


Nach Untersuchungen von N. Efremow') geben ortho-, meta- und 
para-Nitrophenole im Gegensatz zu Phenol mit Campher keine molekularen 
Kemplexe; ebenso verhalten sich Dinitrophenol und Pikrinséure, 2-Nitro- 
resorcin, 2-4-Dinitroresorcin und Styphninsdéure, Nitrohydrochinon und 
3-Nitropyrocatechin. 

Phenol und Resorcin geben aber nach Rast gute Ubereinstimmung der 
Molekulargewichte. 

21,0 mg Phenol in 0,4268 g Campher; Depression 21°; Molekulargewicht 
gefunden 94 (berechnet 94). 

33,2 mg Resorcin in 0,6711 g Campher ; Depression 18°; Molekulargewicht 
gefunden 110 (berechnet 110). 


255. 


1) Bulletin de l’academie des sciences de Russie 1919, 8. 
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Untersuchungen 
iiber die Zusammensetzung des lebendigen Substrats. 


I. Mitteilung: 


Ober den Gehalt an Wasser und organogenen Elementen in kleinen Organismen. 


Von 
W. 8S. Ssadikow und A. P. Winogradow. 


(Aus der geochemischen Abteilung des Radiuminstituts der russischen 
Akademie der Wissenschaften.) 


(Eingegangen am 18, Juni 1924.) 


Nach den von W.J1. Wernadsky entwickelten Ansichten werden 
die lebenden Wesen, welche die Biosphire der Erde besiedeln, als ein 
machtiger und auBercrdentlich wichtiger geochemischer Faktor be- 
trachtet, nimlich hinsichtlich der Verteilung und Verbreitung von 
chemischen Elementen auf der Erdoberfliche. Die Masse des lebendigen 
Substrats der Organismen ist wahrscheinlich eine konstante Grébe 
und wird ungefihr auf mehrere Millionen Tonnen geschitzt. Betrachtet 
man die einzelnen Arten von lebendigem Substrat bzw. verschiedene 
morphologisch stabilisierte Arten von Organismen als Biomineralien 
d. h. ohne Riicksicht auf ihre LebenséuBerungen und nur als Traiger 
von bestimmten Mengen verschiedener chemischer Elemente —, so 
sieht man, daB einige von ihnen in Massen vorkommen, andere sparlich 
auftreten, und wieder von anderen nur geringste Spuren bzw. Ultra- 
spuren angetroffen werden kénnen. Die quantitative Bestimmung der 
chemischen Elemente in lebendigen Substraten einzelner Tierarten 
st6Bt auf gréBere Schwierigkeiten, die durch folgende Umstande 
bedingt sind: 

1. Lebendige Substrate besitzen keine konstante Zusammensetzung 

2. Sie sind nicht einheitlich, da sie morphologisch differenziert sind 

3. Sie befinden sich im kolloidalen Zustande bzw. sie sind hydro- 
phile Systeme. 

4. Einzelne bioorganische Komplexe des lebendigen Substrats 
sind éuBerst resistent gegen oxydierende und zerstérende Reagenzien 

5. Andere Bestandteile werden dagegen schon durch geringe An- 
griffe leicht abgespalten und kénnten als leicht flichtige Substanzen 
vermiBt werden. 
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Die Hauptaufgabe, die bei Untersuchungen auf diesem Gebiete 
zu lésen ist, besteht darin, zuerst eine Methodik auszuarbeiten, die es 
gestattet, eine genaue Bestimmung von einzelnen chemischen Elementen 
des lebendigen Substrats auszufiihren. Wir haben es unternommen, 
eine Reihe von Organismen auf den Gehalt an Wasser und organogenen 
Elementen (Kohlenstoff, Wasserstoff, Stickstoff) zu untersuchen. 

Zur Ermittlung des Trockensubstrats in kleineren Organismen 
(bis 2g Gewicht) werden diese lebendig abgewogen und in Porzellan- 
schiffehen im Exsikkator tiber konzentrierter Schwefelsiiure 3 bis 
4 Wochen im getrockneten und kohlensiéurefreien Luftstrom bei 6 bis 
8° C gehalten, bis Gewichtskonstanz erreicht wird. Bei gréBeren Orga- 
nismen (Gewicht iiber 20 bis 100 und mehr Gramm) wurde eine Methode 
der Homogenisation und Fraktionierung angewendet, die in der zweiten 
Mitteilung beschrieben wird. Nach dem Austrocknen wurden die 
Organismen im elektrischen Ofen im Sauerstoffstrom verbrannt und 
Kohlenstoff, Wasserstoff, sowie die Asche der Trockensubstanz er- 
mittelt. Die Versuche wurden mit Tritonen, Blutegeln, Raupen und 
Eidechsen angestellt. 

Tritonen (Molge taeniatus). 
Die Versuchsergebnisse sind in Tabelle I niedergelegt. 


Tabelle I. 





Nr Lebendgewicht | Trockengewicht Gewichtsverlust C H Asche 


8 g Proz. ; in Proz. des Lebendgewichts 


1,4494 0.3199 77,92 8.14 10,36 4,82 
1,2897 0.3043 76,40 —_ _ in 
1,2459 0.2454 80,14 _ —_ -_ 
1,1877 0,2694 77,14 8,71 9,87 4,47 
0,9586 0.2272 76,29 8,74 10,00 4.86 


Die Schwankungen im Wassergehalt betragen bei einzelnen Organismen 
gegen 4 Proz. des lebendigen Gewichts. Am héchsten ist der Wasserwert 
bei dem miannlichen Tier (Nr. 3), das einen tippigen Schwanz als Hochzeits- 
kleid besaB. Die Kohlenstoff- bzw. Wasserstoffwerte sind bei Tritonen 
ziemlich iibereinstimmend. Auf Troeckensubstanz berechnet, ergibt sich 
z. B. fiir Nr. 4 C = 38,34 Proz. In 77,14g Wasser sind 8,57 g Wasserstoff 
vorhanden; demnach betrigt der Gehalt an organogenem Wasserstoff 
1,30 Proz. Asche in der Trockensubstanz 19,71 Proz. Da der Stickstoff- 
gehalt in Tritonen durchschnittlich 2,70 Proz., auf Trockensubstanz be- 
rechnet, 11,81 Proz. betrigt, so kann man auch den organogenen Sauer- 
stoff ausrechnen ; er betragt 28,84 Proz. der Trockensubstanz und 3,69 Proz. 
des Lebendgewichts. Lebendiges Substrat ist sehr sauerstoffreich; mit 
hydrogenem Sauerstoff, der 68,56 Proz. ausmacht, sind im Triton 72,25 Proz. 
Sauerstoff vorhanden. 

Es ist uns aufgefallen, daB simtliche Aschen, sowohl bei Tritonen wie 
auch bei allen spiter untersuchten Tieren, bei der Verbrennung im Sauerstoff- 
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strom bei etwa 500 bis 600° des elektrischen Ofens bliulichgriin gefir}: 
sind; manchmal! ist diese Farbung diffus, in manchen Fillen ist sie nur i: 
einzelnen Punkten der Asche wahrzunehmen, was hauptsiachlich bei knoche: 
reichen Organismen vorkommt. Die Fiarbung ist nach dem Erkalten lx 
stindig und wird wahrscheinlich durch die Gegenwart von Spuren Eisen 
Mangan, Kupfer, Nickel und vielleicht Kobalt bedingt. Den Nachwei 
von solchen Metallspuren kénnte man am besten durch Spektralanaly~ 
erbringen, was wir in Aussicht stellen. 

Die Verbrennung der Organismen im Muffelofen ergibt immer grav 
Aschen, die kohlenstoffhaltig sind. 


Die Stickstoffbestimmungen geben nach unseren Erfahrungen ni: 
nach Kjeldahl richtige Werte, denn die Organismen und deren trocken 
Substrate kénnen nicht vollsténdig im Kohlenséurestrom nach Dumas 
verbrannt werden; nach Dumas bekamen wir stets zu niedrige Zahlen und 
einen unverbrennlichen, stark mineralisierten, stickstoffhaltigen Koks. 
Tabelle II enthalt einige Stickstoffbestimmungen, ausgefiihrt an lebendigen 
Tritonen. 





Tabelle II. 
sds Gewicht der |. ” Gewicht der 
Nr. = in lobendigen Tieren | NF. = is lebendigen Tienes 
1 | 0.3890 2,40 4 | 16408 | 3,01 
2 | o7970 | 2.38 5 | 11,7136 | 2.85 
3 | 10018 2.73 | | 


Zur vollistaéndigen Verbrennung nach Kjeldahl braucht man etwa 10 
bis 20 Stunden, je nach dem Gewicht des Tieres. Die Tiere, die weniger 
als 1g wiegen, enthalten auch etwas weniger Stickstoff als die gréBeren 
Tiere. Diese Tatsache ist nicht durch gréBeren Wasserreichtum der kleineren 
Organismen zu erklaren, wohl aber teilweise durch die Aufnahme und 
Retention von Stickstoff aus der Nahrung. 


Wir haben noch eine Anzahl von Wasserbestimmungen in Tritonen 
ausgefiihrt, indem wir einzelne Tiere in Probierglasréhrchen einschmolzen 
und im Autoklaven bei 150° 3 Stunden lang erhitzten. Der ganze Organis- 
mus geht dabei in Lisung, wobei das im Organismus enthaltene Wasser 
als Lésungsmittel fungiert; ein Teil von schwer angreifbaren Stoffen (Fett, 
Lipoide, teilweise Knochen usw.) wird ausgeschieden bzw. mazeriert. Wir 
haben ein ahnliches Bild, wie es sich bei der Autolyse durch Fermente 
darbietet. Die Dauer der Autolyse im Autoklaven ist viel geringer; diese 
scheint das lebendige Substrat nicht zu tief anzugreifen. Wir erreichen 
damit eine Homogenisation des Organismus. Nach dem Offnen der Réhren 
ist kein Druck vorhanden, es findet also bei der Autolyse im Autoklaven 
keine merkliche Gasentwicklung statt. Die Reaktion der Fliissigkeit ist 
alkalisch. Fette und Lipoide sind an der Oberfliche angesamme!lt. 


Trocknet man die geédffneten Réhren bis zum konstanten Gewicht 
iiber H, SO, unter Luftdurchleitung, so kann man aus dem Gewichtsverlust 
den Wassergehalt im Organismus ermitteln. Zur Erreichung der Gewichts- 
konstanz sind 3 bis 4 Wochen nétig. Tabelle III gibt die gewonnenen 


* Ergebnisse wieder. 
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Tabelle 111. 

Gewicht Trocken- Wasser. Gewicht Trocken- Wasser- 

Nr. der Tiere substanz gchalt Nr der Ticre substanz gehalt 
g rm Proz. 8 g Proz. 

1 | 1,4606 03236 77,83 5 1,2390 0.2862 76.90 
2 0,6546 0,1492 77,20 6 1,6440 0,3610 78,04 
3 1,0478 0,2321 77,84 7 0,3680 0.0846 77,01 
+ 1,1008 0.2476 77,50 8 14345 0.3174 77,00 


Die Schwankungen des Wassergehaltes bei einzelnen Tieren betragen 
etwa 1 Proz. Bei kleineren Tieren (Nr. 2 und 7) konnte man keinen gréBeren 
Wasserreichtum feststellen. Das autolytische Verfahren erweist sich als 
geeignet fiir die Bestimmung des Wassergehaltes und ergibt geringere 
Schwankungen bei einzelnen Versuchen als das bloBe Austrocknen der 


Tritonen, wie das aus Tabelle I ersichtlich ist. 


Eidechsen (Lacerta vivipara). 


Die mit Chloroformdimpfen getéteten Tiere wurden ohne vorheriges 


Trocknen verbrannt. Man erhalt folgende Werte: 





Tabelle IV. 

Gewicht der Tiere | Cc H Asche N r) 
8 Proz. Proz. Proz. Proz. Proz. 

0,3104 10,56 9,94 4,09 _ — 

0,4208 10,87 10,05 4,15 — —- 

0,3000 | —_ — — 3,01 —_— 

0,4840 — - = 3,39 — 

1,8366 _ — — 3,41 — 

2.7875 —_— — —- 3,48 — 

4.3010 a — _ 3,50 ~— 
Durehsehnittlich | 10,76 10,00 4,12 3,34 71,78 


Es wurde noch der Schwefelgehalt nach Carius ermittelt: 
2,4770g des Tieres, 0,0420g BaSO, : 0,00577 g 8 bzw. 0,23 Proz. 
2,9560 g des Tieres, 0,0492g BaSO, : 0,00678g S bzw. 0,23 Proz. 
Eidechsen sind sauerstoffreich und besitzen einen hohen Aschengehalt. 
Die Asche ist blaugriinlich gefirbt. Die Stickstoffwerte sind héher bei 


Tieren mit gréBerem Lebendgewicht. 


Blutegel (Aulostomum gulo). 


Die Bestimmungen wurden mit lebendigen Tieren ohne Anwendung 


der Autolyse ausgefiihrt. 








Tabelle V. 
es | Gewi ai le i Wassergehalt | Kohlenstoff Wasserstoff 
¢ | P sim Proz. des lebendigen Substrats 
1 | 0,3252 80,69 9,02 10,50 
2 0,6514 81,57 _ _ 
3 0.2667 80,51 _ _ 
4 0,2863 80,60 9,24 10,50 


Asche 
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Das autoklav-autolytische Verfahren liefert denselben Wassergehalt 

1,7922 g des Tieres hinterlassen nach dem Austrocknen 0,3572 g Sub 
stanz, was einem Wassergehalt von 80,07 Proz. entspricht. 

Die Schwankungen des Wassergehaltes betragen etwa 1,5 Proz. De: 
Aschengehalt ist bei Blutegeln weit geringer als bei Tritonen und Eidechsen. 
Die Asche erscheint griin gefiarbt. 


Raupen (Pieris brassicae). 
Die Tiere wurden unmittelbar verbrannt. 








Tabelle VI. 
Ne. Gewicht des Tieres _ Cc H | Asche N ° 
| g in Proz. des Lebendgewichts 
1 0,4903 10,87 10,52 1,22 — 75,49 
2 0,5028 976 10.49 1,35 ~— 76,50 
3 0,4010 _ _ _ 1,82 —_ 
4 0,4323 _ _ —_ 1,90 _ 


Hier fallt zuerst der geringe Gehalt an Asche und Stickstoff auf. Die 
Asche ist intensiv griin gefirbt. Beim Trocknen der Raupen bei 110° 
sammelt sich auf dem Deckel des Wigegliischens eine auBerordentlich 
geringe Menge einer griin gefirbten Substanz an, die anscheinend mit 
Wasserdimpfen fhichtig ist. 

Die angefiihrten Versuche diirfen nur als vorliufige und orien- 
tierende betrachtet werden; sie sind zu wiederholen mit gréBeren 
Mengen Materials und nach vollkommeneren Methoden, die teilweise 
in der zweiten Mitteilung angedeutet werden. 

Allerdings kénnte man schon jetzt vermuten, dab der Gehalt an 
Asche und deren Zusammensetzung viel mehr fiir die chemische 
Charakteristik der einzelnen Arten von lebendigen Substraten geeignet 
erscheint als die Wasser-, Stickstoff- und Kohlenstoffgehalte, dic 
gegen verschiedene Einfliisse in héherem MaBe empfindlich sind. Die 
eingehendste quantitative Untersuchung von Aschenbestandteilen ver- 
schiedenster Organismen kénnte vielleicht einige Anhaltspunkte dafiir 
liefern, die Organismen als Biomineralienarten aufzufassen und _ sic 
chemisch auch von dieser Seite aus zu differenzieren, wie es bereits 
von W.J. Wernadsky ausgesprochen wurde. 

Aber eine noch wichtigere Aufgabe wire die genaueste Kenntnis 
und Differenzierung des organischen Trockensubstrats, auf das man 
die organogenen chemischen Elemente am besten bezieht, indem man das 
Trockensubstrat aschefrei berechnet. Man kann nicht daran zweifeln. 
daB man sehr weite Ausblicke zur Erforschung des lebendigen Substrats 
in geochemischer, zoologischer und biochemischer Hinsicht gewinnen wird. 
wenn man in den Besitz von zahlreichen Analysenwerten kommt, dic 
beide erwaihnte Gebiete der chemischen Elemente umfassen (nimlic) 
mineralische und organische Bestandteile des Trockensubstrats). 








Untersuchungen 
iiber die Zusammensetzung des lebendigen Substrats. 
Il. Mitteilung: 
Uber den Gehalt an Wasser und organogenen Elementen in gréGeren 
Organismen. 


Von 
W. S. Ssadikow und A. P. Winogradow. 


(Aus der geochemischen Abteilung des Radiuminstituts der russischen 
Akademie der Wissenschaften. ) 


(Eingegangen am 18. Juni 1924.) 


Die in unserer ersten Mitteilung angewandte Methodik zur Er- 
mittlung des Wassers und der organogenen Elemente in kleineren 
Organismen erwies sich nicht als geeignet fiir Tiere mit gréBerem 
Gewicht, da sich diese nicht trocknen lassen und sehr uneinheitlich 
zusammengesetzt sind. Tiere von iiber 2 bis 3g Gewicht lassen sich 
nicht quantitativ verbrennen; eine einheitliche Durchschnittsprobe 
kann man ebenfalls nicht entnehmen. 

In bezug auf Stickstoff, Schwefel, Phosphor und Mineralbestand- 
teile bei Organismen, die bis 20 g wiegen, kénnte man, allerdings mit 
viel Mithe, nach Kjeldahl, Carius und Neumann quantitative Bestim- 
mungen ausfiihren. Diese sind aber nicht immer eindeutig, weil die 
Organismen sehr resistente organische Komplexe enthalten, die nicht 
volistindig durch Schwefelsiure in Gegenwart von K,SO, zerstért 
werden kénnen; die Dauer fiir eine Kjeldahlisation betrigt manchmal 
bis 60 Stunden. Will man das lebendige Substrat mit HNO, nach 
Carius oder mit HNO, und H,SO, nach Neumann zerstéren, so bilden 
sich inzwischen sehr schwer angreifbare Nitrierungsprodukte; eine 
quantitative Verbrennung des Kohlenstoffs laBt sich nicht erreichen. 
Dieselbe Erscheinung tritt auch bei Anwendung von Kénigswasser auf. 

Wir haben versucht, den organischen Anteil des lebendigen Sub- 
strats mit verschiedenen, sehr stark oxydierenden Reagenzien zu zer- 
stéren, in der Absicht, diese Methode auch fiir die nasse quantitative 
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Kohlenstoffbestimmung auszunutzen. Aber wir hatten keinen Erfoly 
Die Versuche wurden mit Schwaben, Miiusen, Fleisch und Horn a) 
gestellt. Es hat sich folgendes ergeben: 

Die Anwendung von Gemischen aus Schwefelsdure und Chron 
siure bzw. Kaliumbichromat, aus Schwefelsiure und Wasserstof! 
superoxyd oder Kaliumpersulfat fiihrt zu keiner raschen und vol! 
stiindigen Oxydation des Kohlenstoffs. Schwefelsiure mit K Mn, 
ruft heftige Verpuffungen unter Abscheidung schwer verbrennbare; 
Kohle hervor. Irgend eine ,,nasse“* Methode zur Kohlenstoffbestimmung 
in Organismen ist nicht anwendbar. Unsere Bestrebungen waren nun 
darauf gerichtet, ein Verfahren auszuarbeiten, das es gestattet, Orga- 
nismen ohne besondere Riicksicht auf ihr Gewicht in eine einheitlich: 
Masse zu verwandeln und daraus ein Trockensubstrat zu_bereiten 
das sich pulvern laBt und eine Durchschnittsprobe zu entnehmen erlaubt 

Wir haben versucht, gréBere Organismen, wie z. B. Kaninchen 
bis zum Gewicht von 3000 g, mit gasartigen Reagenzien bei Zimmer- 
temperatur bzw. unter gelindem Erwirmen (bis 40°C) in Lésung zu 
bringen, indem das im Organismus enthaltene Wasser als Lésungs- 
mittel fungieren sollte. Leitet man in eine gut abgeschlossene Pulver 
flasche, in der sich das Tier befindet, einen Strom von getrocknetem 
Chlor oder Chlorwasserstoff, oder ein Gemisch von beiden, so beobachtet 
man die Auflésung des Kaninchens, die im Laufe der Zeit immer 
schneller vorschreitet. Nach einigen Tagen verwandelt sich der Orga- 
nismus in ein Gemenge, das aus einer stark gebraiunten dicken Fliissig- 
keit und aus unléslichen schmierigen Massen besteht. Ferner hatt: 
sich erwiesen, daB eine derartige Destruktion des Organismus auch in 
einer Atmosphiire von Chlor, oder noch schneller in einem mit HCl-Gas 
gefillten Raume ohne bestindige Durchleitung von Gasen vor sich 
geht, was einen Vorteil in der Hinsicht bietet, daB man aus dem Reak- 
tionsgefiB keine Substanzen durch den Gasstrom verliert und sie nicht 
abzufangen braucht. 

Das Verfahren schien uns geeignet zu sein, eine Homogenisation 
der gréBeren Organismen zu erreichen. Aber es hat sich bald heraus- 
gestellt, daB die Eingriffe des Chlors bzw. des HCl-Gases auf das 
lebendige Substrat zu groB waren, und die Schwierigkeiten beim Ver- 
arbeiten der gewonnenen Auflésung sind uniiberwindbar, wenn man 
quantitative Bestimmungen vornehmen will. Wir waren gezwungen 
neue Wege zu suchen. Es ist uns schlieBlich gelungen, ein recht cin- 
faches Verfahren der Homogenisation der Organismen auszuarbeiten, 
welches erlaubt, ohne Anwendung irgendwelcher Reagenzien und ohne 
jeden Verlust an lebendigem Substrat dieses in Pulverform umzu- 
wandeln und in Durchschnittsproben zu analysieren. Das Verfahren 
gestaltet sich folgenderweise : 
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Das gewogene Tier wird in ein Glasrohr, einen Kolben oder eine 
Druckflasche gelegt, dann wird zugeschmolzen oder mit eingeschliffenen 
Glasstépseln geschlossen. Man stellt das GefiB in den Autoklaven und 
erhitzt 3 Stunden bei 150°. Nach dem Offnen des GefiiBes beobachtet 
man fast keinen Uberdruck. Das Autolysat ist schwach gefirbt und 
besteht aus einer dicken Fliissigkeit und einer an der QOberfliche 
schwimmenden Gélartigen oder halbfesten Schicht von Lipoiden. 

Um das Produkt der Autolyse im Autoklaven in eine einheitliche 
Form zu bringen, mu8 man es im Exsikkator tiber Schwefelsiure unter 
Luftdurchleitung bei niedriger Temperatur austrocknen lassen, was im 
Laufe von 2 bis 3 Wochen erreicht wird. Man erhilt eine schmierige 
Masse, die sich nicht pulvern laBt und sehr hygroskopisch ist, was 
teilweise durch die Gegenwart dlartiger Substanzen bedingt wird. 
Dieselben lassen sich quantitativ durch Atherextraktion trennen. 
Diese Trennung kann auf zweierlei Art ausgefiihrt werden. Entweder 
iiberfihrt man das gesamte, nicht vorgetrocknete Autolysat in einen 
Maassenschen Flissigkeitsextraktor und extrahiert lingere Zeit mit 
Ather. Die extrahierte Flissigkeit wird darauf in gewogene Schalen 
iibergegossen und im Exsikkator zur Trockne verdunstet, worauf der 
Riickstand sich pulvern laBt. Oder besser verfihrt man auf die Weise, 
daB zuerst der fliissige Anteil des Autolysats abgegossen wird, der 
feste Anteil in eine andere Schale quantitativ aufgenommen unter 


Nachspiilung mit Ather, die Inhalte beider Schalen getrocknet und 
die Trockenriickstinde im Sozhletschen Apparat mit Ather erschépft 
werden. Auf diese Weise erhilt man zwei Fraktionen des lebendigen 
Trockensubstrats: die eine bezeichnen wir als ,,Pulverfraktion“, die 
andere als ,,Olfraktion“. Die beiden Hauptfraktionen lassen sich weiter 
durch Ausziehen mit mannigfaltigen Lésungsmitteln fraktionieren. 
Da es uns vorliufig nur darauf angekommen war, die organogenen 


Elemente zu bestimmen, haben wir eine weitere Fraktionierung unter- 
lassen. Die beiden Hauptfraktionen konnte man in einen einheitlichen 
Zustand bringen und sichere Durchschnittsproben zu den Analysen 
entnehmen. 

Nach diesem Verfahren haben wir Miuse, Schlangen und Meer- 
schweinchen untersucht. 


Miiuse (Mus alba). 


Versuch 1. Eine weiBe Maus mit 21,0040 g Lebendgewicht wurde in 
ein Probierglasrohr eingeschmolzen und im Autoklaven bei 150° 3 Stunden 
erhitzt. Nach dem Offnen des Rohres wird das Autolysat im Rohre selbst 
in den Exsikkator gestellt und bis zur Gewichtskonstanz getrocknet; das 
Rohr wird zerbrochen und der unhomogene Trockenriickstand in 9 Portionen 
auf Porzellanschiffchen verteilt, nachgetrocknet und jede Portion im 
elektrischen Ofen im Sauerstoffstrom verbrannt. Es ist uns gelungen, jeden 
Verlust an Trockenriickstand zu vermeiden. 


25 * 
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Die Tabelle I enthalt die analytischen Belege der simtlichen neun Ve: 
brennungen. 





Tabelle I 
Gewicht des | Gewicht des Gewicht der Gewicht der 
Portionen Trockenruckstandes Wassers Kohlensaure | Asche 
‘ 8 é 8 
1 0.7225 0,5220 1,1818 0,0378 
2 0,6238 04101 0,9693 0.0792 
3 0,7898 0,5135 1,2883 0,1140 
4 0,6848 0.4644 1,0119 0,0812 
5 0,7272 0,4910 1,1465 0,1424 
6 0,7876 0,5056 1,1883 0,0948 
7 0,9070 | 0,5720 1,2564 0,1197 
8 0,7194 0,4693 1,1634 0,0850 
9 0,3655 0,099 1 0,2815 ? 
6,0276 | 4,0470 | 9,4874 0,7541 


Daraus kann der Wassergehalt der Maus bestimmt werden: er betriigt 
71,43 Proz. des Lebendgewichtes. 

Gesamtgewicht des Kohlenstoffs 2,58747 g, des Wasserstoffs 0,449 66 2 

Bei der Aschebestimmung ist ein kleiner Verlust entstanden, denn 
die neunte Verbrennung wurde mit Glasscherben ausgefiihrt und der Aschen 
riickstand war nicht zu ermitteln. Der Fehler ist aber kaum zu beriicksichtigen, 
weil in dieser Portion nur wenig organische Substanzen vorhanden waren 

In Prozenten ausgedriickt, ergeben sich folgende Zahlen fiir Kohlenstoft 
Wasserstoff und Asche. 


Bezogen auf: C H Asche 
Lebendgewicht (21,0040g) ......... . 12,32 2,14 3,59 
Trockensubstrat (6,0276g) .... ‘pei 7,46 12,5] 
Aschefreie organische Substanz (5, 2735 g). « «<a 8,53 


Der in der untersuchten Maus gefundene Wassergehalt (71,43 Proz 
entspricht 7,93 Proz. Wasserstoff; der gesamte Wasserstoff ist also 10,07 Proz 
Man kann den organogenen Wasserstoff (2,14 Proz.) vom hydrogene 
(7,93 Proz.) unterscheiden. Ebenfalls ist der eine Teil des Sauerstoffs in 
lebendigen Substrat organogenen, der andere Teil aber hydrogenen Ur 
sprungs. 

Versuch 2. Eine Maus von 19,4415 g Gewicht wurde im zugeschmolzenen 
Rohr im Autoklaven bei 150° 3 Stunden erhitzt. Das Autolysat wurde zu 
Gewichtskonstanz getrocknet und der Trockenriickstand im Sozxhletschen 
Apparat mit Ather ausgezogen. 

Gewicht der ,,Pulver-Fraktion“ . . . . 3,7080¢ 
- » »Ol-Fraktion® .... . . 1,3396¢g 
Gewicht des Trockensubstrats. . . . . 5,0476¢ 

Aus diesen Werten ergibt sich: 

Wassergehalt der Maus... .. . . . 74,04 Proz. 
Olgehalt der Maus . . . ioe et RF 
Olgehalt im Trockensubstret .. . . . 96,54 ,, 

Die Pulverfraktion wurde im Achatmérser zerrieben und im Exsikkat« 
bis zur Gewichtskonstanz aufbewahrt; dann wurden die Proben im elektri- 
schen Ofen im Sauerstoffstrom verbrannt. In der Tabelle II sind die «: 
haltenen Resultate wiedergegeben. 
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Zusammensetzung des lebendigen Substrats. 


Tabelle II. 





Gewicht der 
Probe C H Asche 


g Proz. Proz Proz. 


| 0.3108 40,98 6.58 16,20 
| 0.2277 41.21 6,40 16,20 
{ 0,4300 68,53 10,20 0 
| 0.3152 68,33 10,50 0 


Pulver - 


Ol. 


Analytische Daten: 
0,3108 g Substanz; 0,1832 g H,O; 0,4671 g CO,; 0,0505 g Riickstand. 
0,2277 g - 0,1301 g H,O; 0,3438 g CO,; 0,0369 g 
0,4300 g a 0,4066 g H,O; 1,0829g¢ CQ,. 
0,3152 g %» 0,3082 g H,O; 0,7927 g CQ,. 
Die Gesamtmenge des Kohlenstoffs betrigt: 
im ganmzen Pulver ......... . 1,638390¢ 
a ihe (ee re 


» Trockensubstrat. ....... . . 2,44068¢ 
auf lebendige Substanz berechnet . . . 12,55 Proz. 


Die Gesamtmenge des Wasserstoffs: 
eae ae ee eee ee 
2 ee ee 
»» Trockensubstrat. “— 0.37930 g 
eventuell 1,95 Proz. 
Die Asche ist griinlich-blau punktiert. Sie betrug im Pulver 0,6007 g 
bzw. 3,09 Proz. des lebendigen Gewichtes. Das ©! ist aschefrei. 
Zum Vergleich geben wir noch folgende Zusammenstellung: 
Bezogen auf: C H Asche 
Lebendgewicht (19,4415g) ....... . 12,55 1,95 3,09 Proz, 
Trockensubstrat (5,0476g¢) ....... . 48,35 7,51 11,10 
RN” re 6,49 16,20 
Aschefreies Pulver (3,1073g. ..... . . 49,04 7,74 0 
rg er, a 0 


Bei einem Wassergehalt von 74,04 Proz. berechnet sich der hydrogene 
Wasserstoff auf 8,2267 g oder 8,23 Proz. des Lebendgewichtes; mit organo- 
genem Wasserstoff (1,95 Proz.) zusammen ergeben sich 10,18 Proz. Eine 
gute Ubereinstimmung der Werte, die in den Versuchen | und 2 erhalten 
wurden, beweist die Anwendbarkeit des Verfahrens, das sich auf Homogeni- 
sation und fraktionierte Trennung des lebendigen Substrats griindet. 

Versuch 3. Eine Maus mit 11,1700 g Lebendgewicht wurde, wie oben 
beschrieben, im zugeschmolzenen Rohr autolysiert. 

Man erhilt: 

Pulverfraktion.......-. 2,2793 g 
ae 


97¢ 


Trockensubstrat ....... . 2,7303g 
Daraus berechnet sich: 
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Die Analysen der beiden Fraktionen haben folgendes ergeben: 


Tabelle III. 





Substanz Cc H Asche 

g Proz. Proz. Proz. 

Doles { 0,3425 39,80 6,44 16,0 
|! 0.2902 40,02 6,35 16,1 

Ol . { 0,4307 65,36 10,66 0 
| 0.3202 65,11 10,20 0 


Analytische Daten: 
0,3420 g Substanz; 0,1968 g H,O; 0,4990 g CO, ; 0,0538 g Asche. 


0,2902 ¢ i 0,1645 g H,O; 0,4258 g CO,; 0,0447 2 __,, 
0,4307 g - 0,4106 g H,O; 1,0320 g CQ,,. 
0,3202 g be 0,2921 g H,O; 0,7631 g CO,. 


Tabelle IV gibt diese Zahlen, auf Gesamtkohlenstoff und Gesamt 
wasserstoff in bezug auf lebendiges und trocknes Substrat umgerechnet 
wieder. 

Tabelle IV. 





Cc | H Asche 

s | 2 ~ 
NN oe cae ks ch cll 0,909 44 0,145 87 0,364 69 
77a 0,294 15 0,047 04 0 
Trocken-Substrat . . 1,203 63 0,192 91 0,364 69 


Lebendiges Substrat 10,77 Proz. 1,72 Proz. 3,26 Proz. 


Addieren wir zu 0,1929 g des organogenen Wasserstoffs noch 9,3778 g 
des hydrogenen Wasserstoffs (der Organismus enthalt 75,56 Proz. Wasser), 


so berechnet sich der gesamte Wasserstoff in bezug auf das lebendige 
Substrat auf 10,12 Proz. 

Im aschenfrei berechneten Pulver ermitteln wir C = 47,50 und 
H = 7,62 Proz. Das aschefreie Trockensubstrat enthalt 19,04 Proz. 0! 


Versuch 4. Es wurden noch einige Bestimmungen nach dem Autolyse- 
verfahren an Miusen mit kleinerem Lebendgewicht ausgefiihrt. 





Tabelle V. 
N Lebendgewicht Trockensubstrat Wassergehalt 
r. | 
& | 8 Proz. 
4 6.5425 16206 | 75,23 
5 3,7382 10188 | 72,75 
6 3,1700 0,7998 | 74,75 


Die Schwankungen im Wassergehalt liegen im Bereiche von etwa 
4 Proz. und sind unabhingig von dem Lebendgewicht der Miuse. 
Bei Maus Nr. 1 (21,0040g) . . . . . . 71,43 Proz. Wasser. 


99 oo we. OCICS g) . . . « ss TAS ,, a 
- a” TS CARER). «+ os TR fw o 


Versuch 5. Neugeborene Miause wurden unmittelbar im elektrischen 
Ofen verbrannt. 





erwi 
Bese 
stof: 
des | 
sind 
Vers 


bis 
lang 


Nr. 


“ISD Gr im © SD 


_ 
So Oo @ 


] 
gehal 
(die ] 
von § 
von ¢ 
2 bis 
die e' 

\ 
und ¢ 
die re 
richti 
Kohle 
Miner 
des P 





Zusammensetzung des lebendigen Substrats. II. 


Tabelle V1. 





Lebendgewicht Cc H 
8 Proz. Proz 


7 1,1748 6,30 10.50 
8 1,0566 8,37 10,26 


Analytische Daten: 
1,1748g Substanz; 1,1020g H,O; 0,2716g CO,; 0,0322g Asche. 
1,0566 g a 0,9756 g H,O; 0,3244¢ CO,; 0.03402 —,, 

Die Asche hat eine smaragdgriine Farbe. 

Bei neugeborenen Mausen ist der Wasserstoffgehalt derselbe wie bei 
erwachsenen. Aber Kohlenstoff und Asche zeigen viel geringere Werte. 
Besonders auffallend ist der fast zweimal kleinere Prozentgehalt des Kohlen- 
stoffs (Maus Nr. 7). Im Verlauf des Wachstums scheint eine Anreicherung 
des lebendigen Substrats an Kohlenstoff stattzufinden. Ahnliche Verhaltnisse 
sind auch in bezug auf Stickstoff zu beobachten, wie die nachstehenden 
Versuche lehren. 


Versuch 6. Die Miuse von verschiedenem Lebendgewicht von 1,0438 g 
bis 20,3212 g wurden kjeldahlisiert. Die Bestimmungen erforderten ein 
langdauerndes Erhitzen, das manchmal bis 30 Stunden erreichte. 


Tabelle VII gibt die Zusammenfassung der gewonnenen Ergebnisse. 


Tabelle VII. 





Lebendgewicht Stickstoffgehalt N Lebendgewicht Stickstoffgehalt 
g Proz. a 8 Proz 


Zz 
* 


1,0438 1,87 1] 64095 
1,0716 2.18 12 6.9975 
1,1842 2,14 13 8,4583 
2,5270 2,09 14 8.4935 
3,1720 2, 15 10,7325 
4,1980 i 16 12,2030 
4,8400 2, 17 12,7925 
5,2810 2, 18 16,1818 
5,3365 2 19 16,1217 
6.2174 i 20 20,3212 


“1S Ore OO bo = 





ooew 


Es ist klar ersichtlich, daB man zwei verschiedene Werte des Stickstoff- 
gehalts hat; der erste etwa 2 Proz. bei Lebendgewichten zwischen 1,0483 ¢ 
(die Neugeborenen) und etwa 5g; bei héheren Lebendgewichten, die wit 
von 5 bis 20 g verfolgt hatten, haben wir einen konstanten Stickstoffgehalt 
von etwa 3 Proz. Diese plétzliche Erhéhung des Stickstoffgehalts von 
2 bis 3 Proz. ist wahrscheinlich durch die Nahrungsaufnahme der Mause, 
die ein Gewicht von 4g erreicht haben, zu erklaren. 

Wir haben es auch unternommen, Stickstoffbestimmungen der Pulver- 
und der Olfraktionen autolysierter Miuse auszufiihren. Dabei hatte sich 
die recht wichtige Tatsache herausgestellt, daB man nach Dumas keine 
richtigen Werte erhalt. Beim Verbrennen des aschereichen Pulvers im 
Kohlenséurestrom findet eine Verkokung der Kohle statt, die, durch 
Mineralsalze imprigniert, auch trotz langeren Erhitzens und inniger Mischung 
des Pulvers mit feinem Kupferoxyd unangegriffen bleibt. 
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0,1844 g Pulver (Maus Nr. 2) lieferte nach Dumas 0,003 95 g Stickstofi 
was nur 2,14 Proz. des Lebendgewichtes ausmacht. 

Dasselbe Pulver nach Kjeldahl bestimmt gab 2,47 Proz. 

Wenn man den Inhalt des Porzellanschiffchens nach vollendet: 
Verbrennung nach Dumas noch liangere Zeit kjeldahlisiert, so erhalt ma 
noch etwa 0,5 Proz. Stickstoff. Was die Olfraktion anbetrifft, so ist si 


auch stickstoffhaltig. Wahrend die Pulverfraktion etwa 13,5 Proz. Stickstoff, 


berechnet auf das Pulvergewicht, besitzt, hat man in der Olfraktion durc! 
schnittlich 4,8 Proz. Stickstoff auf das Gewicht des Oles bezogen. Das () 
ist nach Dumas verbrennbar. 

0,0825 g gaben 0,003956 g Stickstoff. 


Versuch 7. Wir haben noch einige Schwefelbestimmungen nach Carius 
ausgefiihrt. Mit Chloroform betaéubte Tiere wurden in Einschmelzréhre: 
gebracht, mit konzentrierter HNO, versetzt und nach dem Zuschme!lze: 


zuerst liingere Zeit auf dem Wasserbade erwirmt, wobei die Réhren éfters 


geéffnet wurden, um die Gase zu entfernen. SchlieBlich wurden die Réhre: 
im elektrischen Bombenofen allmiahlich erhitzt, wobei man das weiter 
Ansteigen der Temperatur sehr vorsichtig regelt, weil die Réhren sonst 
haufig zersprengt werden. SchlieBlich steigert man die Temperatur fiir 
einige Stunden bis auf 250 bis 280°C. 

1,3794 g Lebendgewicht; 0,0098 g BaSO,; 0,165 Proz. 

1,3020 g ~ 0,0090 g BaSO,; 0,161 ,, 

In der Pulverfraktion der Maus Nr. 3 (Lebendgewicht 11,1700 ¢ 
wurde der Schwefel nach Carius bestimmt. 


S. 
8. 


0,2208 g Pulver: 0,0134 g BaSO, eventuell 0,001 84g S oder 0,83 Proz. 


0,2312 g -~ 0,0147 g BaSO, i 0,002 02g S oder 0,87 ,, 

Die gesamte Schwefelmenge im Pulver der Maus ist also 0,01937 g 
Auf Lebendgewicht berechnet, ergeben sich 0,173 Proz. 

Im Mauseé] sind nur Spuren von Schwefel nachweisbar. 


Schlangen (Vipera berus). 

Zahlreiche Schlangen wurden Anfang August 1923 in Waldern gefangen 
und im Laboratoriumsraume ohne jede Nahrung gehalten. Sie lebten 
bis Ende Februar 1924. Die am 15. September geborenen Tierchen wurden 
unmittelbar im elektrischen Ofen verbrannt oder kjeldahlisiert, oder nach 
Carius zur Schwefelbestimmung verwendet. Die Ergebnisse sind in Tabelle |X 
zusammengefaBt. 


Tabelle IX. 





Nr. Lebendgewicht Cc H N S Asche O 

2 I g Proz. Proz. Proz. Proz. |  Proz. Proz 
1 2.2568 | 10,00 10,00 —_ — 3,76 73,48 
2 2.4254 10,30 10,30 —_— — 3, — 
3 2,6940 —_ _ 1,93 — _— _ 
4 3,3010 = —_ 1,69 —_ —- — 
5 5,0600 a — — 0,20 — — 
6 7,0055 | _ — — ; 0,19 —_ —_— 


Analytische Daten: 
2,2568 g Substanz; 1,7031g H,O; 0,8968g CO,; 0,0843g Asche. 
2,4254 g 0 0,2273 g H,O; 0,9160g CO,; 0,0899¢ __,, 
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Speziell zur Ermittlung des Wassergehalts wurde ein Teil der Schlangen 
if gewogenen Porzellanschiffchen im Exsikkator getrocknet; ein anderer 
feil in Réhren eingeschmolzen und autolysiert. Tabelle X liefert die er- 
iltenen Resultate. 


Tabelle X. 





Lebendgewicht | Trockenriickstand Wassergehalt 
Bemerkungen 
8 8 Proz. 


3.2390 0.6814 78,96 

3.2110 0.6430 79,98 

3.0410 0.6372 79,05 

3.2310 0.5770 2.15 

2.7150 0.5518 79.68 

2.9480 0.6180 79.04 

17,6030 3.9640 7748 

15,3805 3.6610 76,18 

9 2.2967 0.5334 76,82 | 

10 2.3333 0.5440 76,67 


| Getrocknet 
ohne 


| Autolyse 


Getrocknet 
nach 
Autolyse 


Die Werte des Wassergehaltes sind etwas héher, wenn man ohne An- 
wendung der Autolyse verfaihrt, aber sie geben gréBere Schwankungen 
bis 3 Proz.); das Trocknen nach der Autolyse fiihrt zu mehr iibereinstimmen - 
den Zahlen, besonders, wenn man in Betracht zieht, daB man mit weit 
voneinander abweichenden Lebendgewichten (17,6030 und 2,2967 g) fast 
gleiche Zahlen erzielt. Auch andauerndes Hungern kann auf den Wasser- 
gehalt einen EinfluB ausiiben, denn gerade die ersten sechs Schlangen 
wurden friiher zu den Versuchen verwendet. 

Versuch 1. Eine Schlange mit 24,7075 g Lebendgewicht wurde in ein 
Rohr eingeschmolzen und autolysiert. Nach dem Trocknen und der 
Extraktion mit Ather erhailt man: 


Pe a Siok”. 6 es & « 3 ee 
tte os ded vs « 4 6S « eee 
Trockensubstrat . . ... . . 5,4508¢ 
Daraus wird der Wassergehalt berechnet auf 77,94 Proz. 
Der Olgehalt, auf Lebendgewicht bezogen, ist gleich 4,44 Proz., auf 
Trockensubstrat bezogen 20,13 Proz. und aschefrei berechnet, 25,74 Proz. 
der organischen Substanz. 


Tabelle XI. 





Substanz ; H I 
g Proz. , Proz. 


f 0.2104 6,16 21, 13,70 

x 0.2300 6.08 21, 13,80 
Pe 0.3152 10.53 = 
| 0,227 10,70 — 


Pulver 


Analytische Daten: 
0,2104 g Substanz; 0,1136g H,O; 0,3024g CO,; 0,0484g Asche. 
0,2300 g s 0,1291g H,O; 0,3232g CO,; 0,0480¢ a 
0,3152 g sf 0,2972g H,O; 0,7313 g CO,. 
0,2278g =, 0,2243 g H,O; 0,5348 ¢ CO,,. 











386 W. 8. Ssadikow u. A. P. Winogradow: 


Diese Werte dienen zur Berechnung der gesamten Mengen von Kohle.- 
stoff und Wasserstoff, welche in der Tabelle XII angefiihrt sind. 


Tabelle X11. 





Cc H N Asche Oo 

2 s & 2 s 
Pulver ......... 1,70212 | 0.26643 | 0.60077 0,9490 0.8289 
ccc ace vce « Ee | one — 0 0.2744 
Trockensubstrat .... 239721 033270 — 0,9490 1.1033 


Lebendiges Substrat . . 9,70 Proz. 1,55 Proz. 2,43 Proz. 3,84 Proz. 4,46 Pro: 


In 77,94 g Wasser sind 8,66 g Wasserstoff enthalten; mit organogene: 





Wasserstoff (1,55 g) zusammen bekommen wir 10,21 Proz. Wasserstoff, Wa 
bezogen auf lebendiges Substrat. lebe 

Die Zahlen stimmen iiberein mit den Ergebnissen der unmittelbare: H 
Verbrennung der kleineren Tiere. Prat 

Berechnet man das Pulver aschefrei, so enthilt dasselbe C = 50 Proz., mat 
H = 7,82 Proz., N = 17,64 und O = 24,54 Proz. Das organische Trocke: nee: 
substrat ist also reich an Stickstoff und Sauerstoff; die Verhaltnisse zwischen ee 
Kohlenstoff und Wasserstoff scheinen sich den gesa&ttigten Verbindunge: =e 
anzupassen. Selbstverstindlich haben wir es hier mit einem Gemenge vor r, . 
auBerordentlich vielen Verbindungen zu tun; es ist jedoch nicht gianzlich = 
ausgeschlossen, daB die Isolierung einiger von diesen gelingen wird. 

Was die Asche von Schlangen anbetrifft, so ist sie immer lokal blaulic! rage 
griin gefairbt, besonders an den verbrannten Knochen beobachtet man Ent 
intensiv gefairbte Punkte. 

vor] 

Versuch 2. Eine Schlange vom Lebendgewicht gleich 33,6727 g gab vert 

nach Autolyse, Trocknen und Atherextraktion: Fer 
Pulver ......+-+ +... + 410562 und 
ee eta «8s 8. oe ses 1,7194¢ Beh 
Trockensubstrat ....... . 5,8250g 

Daraus ergibt sich der Wassergehalt im lebendigen Substrat gleich 
87,70 Proz. Der Olgehalt in demselben betragt 5,10 Proz.; auf Trocken 
substrat bezogen 29,52 Proz. Tabelle XIII gibt die Zusammensetzung de- 

Pulvers und des Oles wieder. 
Tabelle XIII. 
Substanz Cc H Asche 
Q Proz. Proz. Proz. 
uti bs o.4 204 0,2452 50,72 6,15 20,55 
™ | 0.3030 50,50 6,11 20,30 
eee ok ae 0,2214 67,70 11,23 os | 
| 03330 67.92 11,18 _ eine 

Analytische Daten: 7 ss 

0,2452 g Substanz; 0,1348 g H,O; 0,3864g CO,; 0,0504g Asche. Riick 
0,3030 g o 0,2510g H,O; 0,5659g CO,; 0,0615¢ ss Essig 
0,2214 ¢ a 0,2208g H,O; 0,5461g CO,. Saur 


0,3330g 0,3328 g H,O; 0,8291g¢ CO,. 36.25 
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Aus diesen Werten wird die Gesamtmenge des Kohlenstoffs und Wasser- 
toffs berechnet. 
Tabelle XIV. 





Cc H 

s s z 
a ¢ « +.6s ° ‘ 2.0774 0.2517 0.8437 
Ree ae 1,1658 0,1926 0 
Trockensubstrat ...... 3,2423 0.4443 0.8437 
Lebendiges Substrat .... 9,63Proz. 1,32Proz. 2,52 Proz. 


82,70 g Wasser enthalten 9,20 g Wasserstoff; fiigt man 1,32 g organogenen 
Wasserstoff hinzu, so bekommt man 10,52 Proz. Wasserstoff, bezogen auf 
lebendiges Substrat. Aschefreies Pulver enthalt C 63,70 und 
H = 7,70 Proz. Man erzielt also keine Ubereinstimmung mit dem ahnlichen 
Praparat aus dem Versuche 2. Vielleicht war die Atherextraktion nicht 
erschépfend genug. Wir sind im Begriff, eine Anzahl von verschiedenen 
Extraktionsmitteln anzuwenden, um médglichst gute Trennungen der 
einzelnen Fraktionen der Trockensubstanz zu erreichen und sie einiger- 
maBen chemisch unterscheiden zu kénnen. Allerdings besaB die untersuchte 
Schlange einen auffallend hohen Gehalt an Ol, der beinahe 30 Proz. des 
Trockensubstrats betrug; auf aschefreies Substrat bezogen sogar 35,26 Proz. 


Die Tatsache eines hohen Olgehalts mancher Tiere hat eine hervor 
ragende geochemische Bedeutung, die mit den Ansichten iiber die biogene 
Entstehungsweise des Erdéls verkniipft sein kénnte. 

Was die niahere Natur der Olfraktion anbelangt, so zeigen unsere 
vorlaufigen Versuche mit Miiuse- und Schlangenédlen, da®B dieselben nur 
verhaltnismaBig wenig freie Saiuren enthalten und aus Glyceriden bestehen. 
Ferner sind auch ungesittigte Verbindungen zugegen. Der Stickstoff- 
und Phosphorgehalt deutet die Gegenwart von Phosphatiden an. Diese 
Behauptungen werden durch folgende Versuche begriindet. 


Madusedl. 


Bei Titration nach Hiidl haben wir eine Jodaufnahme wahrgenommen. 
1. 0,1722 g Ol addieren 0,1271 g Jod = 73,80 Proz. 
2. 0,1352¢ ,, ¥ 0,1025g ,, 75,81 
3. 0,6000¢ , 0,2633 g = 43,88 


Schlangenol. 


I. 0,1470g Ol verbrauchen 0,0902 g Jod 60,94 Proz. 
0,1827 ¢ ,, = 0,1189¢ ,, 65,04 ,, 
Il. 0,3380¢ ,, - 0,3199¢ ,, 94,65 ,, 
Bei der Titration des Oles II (aus Versuch II) verbrauchen 0,2224 g 
eine Menge alkoholischer Kalilauge, die 0,006007 g H,SO, entsprach. 


0,3614 g Schlangenél enthielten freie Séiuren, entsprechend 0,0023 g 
H,SO,. Nach dem Kochen mit alkoholischer Kalilauge (3 Stunden am 
RiickfluBkiihler), entsprach der Alkaliverbrauch 0,1069g H,SO, Auf 
Essigsiure berechnet, erhalten wir demnach durch Neutralisation 0,010 23 g 
Séure oder 2,83 Proz. des Oles, nach Verseifung 0,1309g Siure oder 
36,22 Proz. des Oles. 














388 W. 8S. Ssadikow u. A. P. Winogradow: 


Meerschweinchen (Cavia vulgaris). 


Das Lebendgewicht betrug 112,70 g. Das Tier wurde in einen Glaskolbe) 


eingeschmolzen und autolysiert. Nach Trocknen und Atherextrakti 
erhalt man: 
Saree eee 
Se eee 
Trockensubstrat ...... . . 29,7399¢ 


Daraus wird der Wassergehalt berechnet auf 73,61 Proz. 
Der Olgehalt ist 5,58 Proz. 

Auf Trockensubstrat bezogen 21,14 Proz. 

Tabelle XV gibt die analytischen Ergebnisse wieder. 


Tabelle XV. 





Substanz Cc H Asche | N Oo 
2 Proz. Proz. Proz. Proz. Proz 
— { 04690 39,20 6,16 13,90 13,90 29.15 
Pulver... - | 94570 | 39/20 617 | 1403 | 11,45 
Ol { 0.4204 70,01 11,17 0 1,32 17,50 
a ee || 0,4352 69,81 11,35 0 1,46 


Analytische Belege: 
0,4690 g Substanz; 0,2602g¢ H,O; 0,6742g CO,; 0,0652g Asche 


0,4570 g ss 0,2540 g H,O; 0,6569g CO,; 0,0858¢ _,, 
0,4204 g * 0,4225g H,O; 1,0792g CO,. 
0,4352 g ‘a 0,4448g H,O; 1,1140¢g CO,. 
Kjeldahl Pulver: 
0,6367 g Substanz; 51,05 cem: 0,255 25 g H,SO,; 11,45 Proz. N. 
0,4603 g 9 37,35 cem: 0,18675 g H,SO,; 11,59 N. 
Ol: 
0,4663 g Substanz; 4,25 ccm: 0,02125g H,SO,; 1,32 Proz. N. 
0,2345 g - 2,40 cem: 0,01200g H,SO,; 1,46 ,, N. 


Die absoluten Mengen der organogenen Elemente sind aus Tabelle X V1 
ersichtlich. 
Tabelle XVI. 





Cc H N Asche oO 

8 8 8 ry 8 
I io ngs ae 9.1925 14446 2.6852 | 3.2832 | 6.8361 
ree 44055 0,7024 0.0880 | 0 1,1005 


Trockensubstrat . . . . 13,5975 | 2.1470 | 2.7732 | 3,2832 | 7,9366 
Lebendiges Substrat . . | 12,06 Proz. 1,91 Proz. 2,46 Proz. | 2,91 Proz. | 7,04 Proz 


Das Meerschweinchen besitzt 73,61 Proz. Wasser; in demselben ist 
9,2176 g Wasserstoff vorhanden. Fiigt man 2,1470 g organogenen Wasser- 
stoff hinzu und bezieht die Summe auf das Lebendgewicht, so ergeben sich 
10,08 Proz. Wasserstoff. 

Die Zusammensetzung des aschefreien Pulvers war folgende: 

C = 45,57, H= 7,16, N = 13,31, O = 33,96 Proz. 
Sie unterscheidet sich wesentlich von der Zusammensetzung des Oles: 
C = 69,91, H = 11,26, N= 1,39, O = 27,44 Proz. 
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Zusammensetzung des lebendigen Substrats. II. 


Im Pulver wurde noch Schwefel nach Carius bestimmt: 
0,5820 g Substanz; 0,0234 g BaSO,; 0,55 Proz. 
0.4968 g a 0,0198 g BaSO,; 0,54 ,, 

Im ganzen Pulver sind also 0,128 98 g Schwefel zugegen, was, auf Lebend- 
gewicht bezogen, 0,114 Proz. ausmacht. 

Es ist unzweckmaBig, so geringe Mengen, wie sie bei biogenen und mikro- 
biogenen Elementen im lebendigen Substrat vorkommen, auf Lebendgewicht 
zu beziehen, weil dadurch die Grenzen der analytisch zulissigen Fehler 
stark vergréBert werden. Wenn man mit kleinen Werten zu tun hat, wire 
es viel sicherer, mehr an analytische Daten anzukniipfen und die organo- 
genen Elemente auf aschefreie, organische Trockensubstanz, die Elemente 
mineralischer Herkunft auf mit Schwefelsiure abgerauchte Asche zu beziehen. 

Aus dem Pulver lat sich die organische Substanz abtrennen, teilweise 
durch Ausziehen mit Aceton, Alkohol, Chloroform, Toluol und dergleichen 
Lésungsmitteln, teilweise durch Behandeln mit Wasser. In den wisserigen 
Auszug gehen etwa 75 Proz. des im Pulver enthaltenen Stickstoffs tiber. 

In Tabelle XVII geben wir die Zusammenstellung der Ergebnisse, 
welche wir bei Maus, Schlange und Meerschweinchen gesammelt haben. 
Die Zahlen sind auf Lebendgewicht bezogen. 


Tabelle XVII. 





Maus Schlange Meer 
schweinchen 


Nr. 2 Nr. 3 I Il Proz. 


Trockensubstrat ‘ 25,96 24.44 22,06 17,30 26,39 
Wassergehalt . : 74,04 75,56 77,94 82,70 73.61 


Olgehalt . . . ‘ 6,89 4,04 4,44 5,10 5,58 
Pulvergehalt . 19,07 20,40 17,66 12,20 20,81 
Dt. 6 « < Ning ty" 3,59 3,26 3,84 2.52 2.91 


Kohlenstoff ...... 12.55 10.77 9.70 9.63 12,16 


Wasserstoff,organogener | 1,95 1,72 1,55 132 1,91 

- hydrogener') 8,23 8,40 8,66 9,20 8,17 
Gasamtwasserstoff. . . 10.18 10,12 10,21 10,52 10,08 
 “'. 6 ge e's 3,18 3,24 2.43 — 2.46 
Sauerstoff, organogener 4,66 5,44 4,46 — 7,04 

is hydrogener.| 65,84 67,17 69,28 73,52 65,44 
Gesamtsauerstoff ... 70,50 72,61 73,74 | 72,48 


Schwefel — 0,163 0,07 — 0,114 


Auf Grund der oben angefiihrten Zusammenstellung lassen sich noch 
keine sicheren Anhaltspunkte gewinnen, um die einzelnen Tierarten chemisch 
unterscheiden zu kénnen. Die Zahlen des Trockensubstrats bzw. Wasser- 
gehalts variieren unter dem EinfluB von physiologischen Bedingungen, 
Umgebungsfaktoren, Nahrungsbedingungen und dergleichen. Dasselbe 
trifft wahrscheinlich auch fiir die Ol- und Pulvergehalte zu. Was die organo- 
genen Elemente anbetrifft, so ist hier vielleicht eine bestimmte Abgrenzung 
von physiologisch méglichen Schwankungen im Bereich jeder Art oder 
Klasse nicht ausgeschlossen. Um aber normal-konstantes Niveau zu er- 
mitteln, sind zahlreiche Analysen nétig. 

Das von uns ausgearbeitete Verfahren erlaubt, die hydrogenen von 
den organogenen Elementen zu unterscheiden, nimlich in bezug auf Wasser- 
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stoff und Sauerstoff, und erméglicht es, die ungefahre Zusammensetzun, 


der Hauptbestandteile des Trockensubstrats (Pulver und Ol) festzustelle: 

In Tabelle XVIII wird eine Zusammenstellung der Ergebnisse gegebe: 
die wir iiber die Zusammensetzung des Trockensubstrats bei Maus, Schlang: 
und Meerschweinchen erhalten haben. 


Tabelle XVIII. 





Gehalt Maus Schlange ae 
Proz. 


Trocken- Aschefreies Pulver 57,26 67,44 58,00 50,00 64,91 


substrat Olgehalt . . . 26,54 16,51 20,13 29.52 21,14 
100 Proz. | Re 16,20 16,05 21,70 20.55 13,95 
Olgehalt. . . 31,68 19,04 27,90 36,93 24.57 

Aschefrei 
berechnetes Kohlenstoff . | 49,04 47,50 50,00 63,83 45,57 
Pulver Wasserstoff . 7,74 7,62 7,82 7,70 7,16 
100 Proz. Stickstoff i “ {ii 17,58 |) oo an | 13,31 
Sauerstoff . . ij 9:22 44:88 |) o4’54 |j 78:47) 33'96 
l Kohlenstoff . 68,43 65,23 63,34 67,81 69,91 
Wasserstoff . 10,35 10,43 10,60 11,20 11,26 
O1 100 Proz. | Stickstoff Pen Peg peed eyed’ Bar 
Sauerstoff . . || ~~’ — a od 27,44 


Die begrenzte Anzahl der untersuchten Tiere gestattet es nicht 
allgemein giiltige Folgerungen daraus zu ziehen. Am meisten unter- 
scheiden sich die Aschengehalte; sie scheinen eine gréBere Konstanz 
zu besitzen. Auffallend groB ist die Olfraktion bei den Tieren; auf 
aschefreies Trockensubstrat berechnet, macht sie in einzelnen Fillen 
bis 37 Proz. desselben aus. Der Olgehalt ist aber groBen Schwankungen 
unterworfen, welche mehr als 10 Proz. betragen kénnen. 

Durch ihre Zusammensetzung sind Pulver- und Olfraktionen 
tiberall stark verschieden. Die erste wird durch Stickstoffreichtum 
gekennzeichnet, die zweite durch Kohlenstoffreichtum. Hoffentlich 
wird es gelingen, nach eingehender Fraktionierung der beiden Haupt- 
anteile des organischen Trockensubstrats zu mehr ausgepriigten Unter- 
schieden in der Zusammensetzung zu gelangen und damit die Kriterien 
zur chemischen Dijferenzierung der Tierarten zu erhalten. 

Bei der chemischen Untersuchung von Organismen miissen wi! 
auf drei gesonderte Gebiete Riicksicht nehmen: 

1. Die Asche hinsichtlich ihrer Zusammensetzung und in bezug 
auf ein etwaiges Vorkommen von seltenen mikro- und ultramikro- 
biogenen Elementen, wobei die Anwendung der Spektralanalyse un- 
vermeidlich erscheint. 

2. Das organische Trockensubstrat, das ein riesiges Gemenge der 
verschiedenartigsten Stoffe darstellt, unter denen EiweiBstoffe und 
deren Derivate die erste Stelle beanspruchen. 


Nr. 2 Nr. 3 ; I ll schweinchen 
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3. Fett bzw. Lipoide, welche sowohl aus Glyceriden und Wachs- 


ten, wie aus Phosphatiden und ,,Gehirnstoffen™ bestehen. 

Die Bedeutung des Wassers ist nebensiichlich, selbstverstandlich 
nur im chemischen, nicht im biologischen Sinne gesprochen. Die 
Ermitthing des Wassergehalts gibt uns die Anhaltspunkte, den orga- 
nogenen Wasserstoff und Sauerstoff zu prizisieren, welche vom hydro- 
genen bzw. mineralischen Wasserstoff und Sauerstoff noch zu unter- 
scheiden sind. 

Das gesamte Forschungsgebiet des lebendigen Substrats umfaBt 
die wichtigsten Probleme der Geochemie, der Biochemie und der Zoologie. 
Die Kenntnis der Tieraschen, welche als Mineralien sui generis betrachtet 
werden kénnen, die Kenntnis der organischen Substanz, welche in 
Bitumen und fossile Kohle verwandelt werden kénnte, und die Kenntnis 
der Tieréle, welche zur Erdélentstehung in Beziehung gebracht werden 
kénnen, dirfte gestatten, mehrere geologische Fragen zu beleuchten. 

Fiir die Biochemie wird in den Tierpulvern und in den Tierélen 
ein unerschépfliches Material geliefert, welches fiir die Untersuchung 
besonders verlockend ist, weil es mit Lebensphinomenen unmittelbar 
verkniipft werden kann. 

Durch systematische, analytische und praparative Bearbeitung des 
fraktionierten lebendigen Trockensubstrats, ausgebreitet auf Tierarten, 
Gattungen, Klassen, kénnten sich sichere chemische Merkmale ergeben 
welche zur chemischen Auffassung der Evolution des lebendigen Sub- 
strats dienen wiirden. 

Endlich scheint es nicht ausgeschlossen, daB einzelne feinere 
Fraktionen des lebendigen Trockensubstrats einiger oder mehrerer Tiere 
auch fiir die immuno-chemische Forschung bzw. fiir _Immunotherapie 
von Bedeutung sein kénnten. 

In letzter Zeit haben wir die Schwierigkeit tiberwunden, Tiere 
von mehreren Kilogrammen Lebendgewicht nach der autolytischen 
Methode zu verarbeiten. Man kann nimlich die Autolyse in verléteten 
Blechbiichsen ausfiihren. Wir sind damit beschaftigt, gréBere Tiere, 
wie Kaninchen, Katzen, Hunde, zu homogenisieren, und erhoffen dabei 
Material zu gewinnen, das uns gestatten kann, eine eingehende Frak- 
tionierung des lebendigen Substrats vorzunehmen und einzelne Frak- 
tionen genau zu untersuchen. 





a ee ee. 














Untersuchungen iiber Milech- und Magenlipase. 


Von 


Fritz Demuth. 


(Aus der chemischen Abteilung des pathologischen Instituts der Universitit 
Berlin und dem Kaiserin-Auguste-Victoria-Haus. ) 


(Eingegangen am 16. Mai 1924.) 
Mit 13 Abbildungen im Text. 


Die Bedeutung des Labprozesses fiir die Verdauung beim Séugling 
ist noch nicht véllig geklirt. Nachdem alle Versuche tiber diese Frag: 
gezeigt hatten, daB die EiweiBverdauung durch die Labung eher 
gehemmt als geférdert wird, suchte man notgedrungen nach einem 
anderen Sinn fiir diesen Vorgang. Davidsohn (1) hat zuerst den richtigen 
Weg gewiesen. Er zeigte, daB die im Sauglingsmagen normalerweise 
erreichte Aciditaét nicht fiir das proteolytische, sondern fiir das lipo- 
lytische Ferment des Magens optimal ist, und da8 also wahrscheinlich 
der Lipase die Hauptbedeutung fir den Verdauungsvorgang im 
Siuglingsmagen zukommt. Auch Freudenberg (2) sieht den Zweck 
der Labgerinnung neben anderem darin, daB das im Caseingerinnse! 
eingeschiossene Fett im Magen zuriickgehalten und dadurch der Magen- 
und eventuell der Milchlipasewirkung linger ausgestzt wird. 

In der vorliegenden Arbeit sollte zunaéchst untersucht werden, ob 
dem Casein eine Wirkung auf die Lipase zukommt [s. hierzu besonders 
die Arbeit von Willstdtter und Memmen (3)] und ob diese durch die 
Labung ausgeschaltet wird oder sich gar hierbei gerade besonders 
giinstige Verhaltnisse fiir die Fettverdauung herausstellen. Nebenbei 
muBten aus methodischen Griinden auch die tibrigen Milchbestandteile 
mit beriicksichtigt werden. 

Als MaB der Lipasewirkung wurde die Spaltung von Tributyrin stalag 
mometrisch nach der Methode von Rona und Michaelis (4) bestimmt. 
Es muB also fiir die Deutung aller unserer Untersuchungsergebnisse be 
riicksichtigt werden, da8 wir nur iiber die Wirkung von Magen- oder Milch- 
lipase auf Tributyrin etwas erfahren, was nicht weiter besonders hervor- 
gehoben werden wird. Uber die weitere Deutbarkeit unserer Ergebnis 
wird noch besonders zu sprechen sein. 


Das Tributyrin wurde nach den Angaben von Willstdtter wid 
Memmen (3) gereinigt. Nach 14 Ausschiittelungen von 20cem Tributyrin 
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ait je 200 ccm destillierten Wassers ergab sich im Waschwasser eine kon- 
stante Tropfenzahl von 149 bei einer Wasserzah! der Tropfpipette von 96. 
3 Tropfen des gereinigten Tributyrins auf 200 cem Wasser ergaben ebenfalls 
149 Tropfen. Es wurden immer 2 Tropfen Tributyrin auf je 100 ccm Wasser 
| Stunde geschiitt#it, filtriert, erstes Filtrat und Rest verworfen und je 
50 cem zu jedem Versuch verwandt. Pufferzusatz erfolgte erst nachher, 
da er zuweilen zunichst zur Milch gegeben werden muBte. Mit Wasser 
wurde auf gleiche Gesamtmenge fiir jede Versuchsreihe (55 bis 58 cem) 
aufgefiillt. Als Puffer muBte wegen des Unterschiedes im Puffergehalt 
der Frauen- und der Kuhmilch ein starkes Gemisch genommen werden, 
und zwar in der Regel je nach dem gewiinschten py: 1,0 com n Natrium- 
acetat + 3,0 n/10 Essigsiure fiir ein Bereich von py etwa 5,15 und 
1,0 n Natriumacetat + 4,0 n/10 Essigsiure fiir py = etwa 5,05. py, wurde 
immer elektrometrisch gemessen. Die Untersuchungen fanden bei Zimmer- 
temperatur statt, die durch Liiftung sehr leicht innerhalb von 1° C konstant 
gehalten werden konnte. 

Fiir die Milchlipaseuntersuchungen diente die Milch einer bestimmten 
Amme, die stets frisch abgespritzt wurde und bis zum Versuchsbeginn 
héchstens 2 Stunden alt war. Fiir Magenlipase wurden die Glycerinextrakte 
der Magenschleimhaut zweier Siéuglinge (O. und G.) benutzt, die beide 
ziemlich akut gestorben und bald nach dem Tode seziert worden waren. 
| cem Extrakt O. spaltete 50 ccm Tributyrinwasser bei py 5,15 in 90 Minuten 
von 142 bis 127 Tropfen, 1 cem Extrakt G. bei py 5,07 von 149 bis 134 Tropfen. 
Das benutzte Caseinpraparat ist von Dr. Edelstein nach seiner Methode (5) 
hergestellt und freundlichst iiberlassen worden. Der Fettgehalt der Milch 
wurde mit der Salmethode nach Gerber bestimmt. 


Im Laufe von Untersuchungen, bei denen Vollmilch zu Tributyrin- 


wasser zugesetzt wurde, ergaben sich Schwierigkeiten, die dazu zwangen 
die Brauchbarkeit der Methode bei Anwesenheit von Fett eingehend 
zu priifen. Es zeigte sich namlich, daB bei Zusitzen fetthaltiger Milch 
zum Tributyrin die Anfangstropfenzahl um 10 bis 15 Tropfen herab- 
gesetzt war. Z. B. war die Anfangszahl bei 

Fett in Proz. 


Kuhmolke . eee es ee 150 150 
Kuhmagermilch ...... . 9,1 148 151 
Ce ss + «+s «.< Ae 137 ~ 
muwOMEenOMs ww sw ww wo BT ~ 141 
Kuhvollmilch + Rahm... . 4,0 130 _— 
Frauenmilchmolke - 146 146 
Frauenmagermilch . .... . 0,1 144 137 139 
Frauenvolimilch . ..... . 4,0 132 128 132 
Frauenvollmilch + Rahm. . . 6,3 126 - 
Frauenvolimilch + Rahm. . . 5,8 - - 128 

Dieses ist nur eine Auswahl aus einer groBen Reihe von Beob- 
achtungen. Die Herabsetzung der Anfangstropfenzahl verhindert 
nun schon die Ablesung von Tributyrinkonzentrationen aus einer 
Eichkurve. Eine neue Schwierigkeit entsteht aber noch daraus, dab 
bei verschiedenen Tributyrinkonzentrationen der EinfluB des Fettes 
ein ganz verschiedener ist. Stellt man sich eine Reihe von Tributyrin- 
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konzentrationen her, wie das fiir eine Eichkurve tiblich ist, und gib 
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largestellt sind. Diese Kurven verlaufen viel horizontaler als die 
Tributyrineichkurve und schneiden sie etwa bei 20 bis 30 Proz. Tri- 
butyrin. Fir verschiedene Fettkonzentrationen verlaufen sie ver- 
schieden. Man wiire also gezwungen, fiir jede Milch eine besondere 
Eichkurve aufzustellen. Aber auch dann wiiren die Resultate beim 
Ablesen von Tributyrinkonzentrationen wenig brauchbar, weil wegen 
des flachen Verlaufes der Kurven ein innerhalb der Fehlergrenze der 
Methode iiberhaupt liegender Unterschied von etwa zwei Tropfen bis 
zu 20 Proz. Fehler ausmachen wiirde. 

Es fallt auf, daB bisher in der Literatur diese Verhialtnisse nicht 
beriicksichtigt worden sind. Z. B. findet man in der Arbeit von David- 
sohn (6), der sowohl mit Molke, wie mit Vollmilch gearbeitet hat, keine 
direkte Bemerkung hiertiber. Zwar sind seine Anfangstropfenzahlen 
bei Vollmilech niedriger als in den iibrigen Versuchen, doch gibt er 
selbst dafiir als Erklirung an, da8 er mit Pipetten verschiedener Tropfen- 
zahl gearbeitet hat. 

Eine Erklaérung fiir diese Beobachtung vermégen wir noch nicht 
zu geben. Es kann eine Verbindung mit dem Fette oder Fettbestand- 
teilen eintreten oder das Tributyrin zum gréBten Teil aus der Ober- 
fliche verdriingt werden. Ein Versuch, diese Frage zu kliren, scheiterte 
an folgendem. Bemiht man sich, Milch oder eine Verdiinnung von 
Leem Milech in 25cem Wasser durch Schitteln mit Tributyrin zu 
siittigen (in der Annahme, daB wir bei Zusatz von Milch zu einer ge- 
sittigten wisserigen Tributyrinlésung keine gesittigte Lésung mehr 
vor uns haben), so tritt schon bei einem Tropfen Tributyrin in kurzer 
Zeit Butterung ein, und zwar in der Hialfte bis zu einem Drittel der 
Zeit, in der die Butterung bei der Milch oder der Milchverdiinnung 
sonst unter den gleichen Schiittelbedingungen erfolgen wirde. Auch ist 
die Butterung bei Anwesenheit von Tributyrin viel intensiver als sonst 

Auch die Eiwei8kérper verindern die Oberflaichenspannung. Es 
war deshalb notwendig, auch fiir Magermilch und Molke Eichkurven 
aufzustellen, indem zu bestimmten Verdiinnungen der gesiittigten 
Tributyrinlésung je 2ccm zugesetzt wurden. Die Kurven (Abb. 2), 
die sich fiir Molke ergeben, weichen nicht wesentlich von der Tributyrin- 
kurve ab. Bei den Magermilchen macht sich die Erniedrigung der 
Oberflichenspannung durch Casein entsprechend dem Unterschied im 
Prozentgehalt bei Kuhmilch stirker geltend als bei Frauenmilch. Die 
Kuhmagermilchkurve entspricht fast genau der Eichkurve einer 4 proz 
Kuhcaseinlésung. Da8 die Erhéhung der Tropfenzahl bei den niedrigen 
Konzentrationen in den Vollmilchkurven tatsachlich auf der An- 
wesenheit des Fettes und nicht des EiweiBes beruht, geht aus den 
Untersuchungen hervor, die mit Molken angestellt wurden, zu denen 


Rahm zugesetzt worden war. 
26 * 
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Wesentlich ist nun, daB diese Kurven so steil verlaufen, daB man 
aus ihnen ohne groBe Fehler Tributyrinkonzentrationen ablesen kann, 
womit tiberhaupt erst Vergleiche unter den verschiedenen Milch- 
bestandteilen méglich werden. 

Die Anwesenheit des Caseins bedingt noch einen Fehler. In den 
ersten 30 bis 60 Minuten nach Verdiinnung einer Caseinlésung, also 
auch von Milch, tritt eine langsam zunehmende Erniedrigung der 
Oberflachenspannung ein. Bei Milch betragt die hieraus resultierende 
Erhéhung der Tropfenzahl nie mehr als drei Tropfen. Der Fehler, 
der sich in vielen Versuchen bemerkbar gemacht hat, spielt aber bei 
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Abb. 4. Hemmung von Magenlipase durch 
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Abb. 3. Verhalten der Oberflachenspannung A. 6. 
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einer einigermaBen schnellen Fermentwirkung keine Rolle. Etwas 
gréBer kann er bei ganz frischen, reinen Caseinlésungen in mehr 
neutralem Aciditatsbereich werden. Gibt man je 4ccm einer 4proz. 
Caseinlésung in n/10 Natriumacetat zu 50 ccm Tributyrinlésung bzw. 
Wasser, so steigt in der ersten Stunde die Tropfenzahl, wie in Abb. 3 
ersichtlich ist. Eine so starke Wirkung macht sich aber nur bei ganz 
frischen Lésungen und weniger bei einem py von etwa 5 bemerkbar. 


I. Zunichst wurde der EinfluB des Caseins auf die Tributyrin- 
spaltung durch Magenlipase an Caseinlésungen untersucht. 4 bzw. 2 ccm 
einer 8- und einer 4proz. Lésung von Kuhcasein in n/10 Natriumacetat 
wurden zu 2 bzw. Il ccm n/100 Essigsiure, 2ccom Glycerinextrakt 0. 
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und 50cem Tributyrinlésung gegeben. Die erhaltenen Tropfenzahle: 
wurden unter Benutzung der Eichkurve fiir Caseinlésungen in Tri 
butyrinkonzentrationen umgerechnet. Die graphische Darstellung 
dieser Ergebnisse in Abb. 4 zeigt, daB Casein entsprechend seiner Kon 
zentration die Tributyrinspaltung hemmt. Da die Beeinflussung de: 
Oberflachenspannung durch das Casein bei unserer Betrachtungswei~ 
bereits eingeschlossen ist, kann es sich hier nur um eine Wirkung auf 
das Ferment selbst handeln (und zwar wird am wahrscheinlichste: 
ein Adsorptionsvorgang vorliegen). 

II. Zur Bestatigung dieses Befundes wurde das Casein in seinen 
eigentlichen Milieu untersucht, d. h. der EinfluB von je 2 cem Molk« 
Magermilch und Vollmilch auf die Tributyrinspaltung durch Mage: 
lipase festgestellt. Obgleich sich bei den Versuchen mit Vollmileh 
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Abb. 5. Einflu8 von Kuhmolke und -magermilch Abb. 6. EinfluB von Frauenmilchmolke und 
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) 1. Kuhmolke. (- 1. Frauenmolke. 

© 2. Kuhmagermilch. () 2. Frauenmagermilch. 
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besonders nach Fettanreicherung, eine Hemmung zu ergeben scheint, 
wollen wir wegen der groBen Fehlerquellen gianzlich auf diese Befund: 
verzichten. Die Resultate bei Molke und Magermilch sind in den 
folgenden Abbildungen derart dargestellt, daB aus den betreffenden 
Eichkurven die Tributyrinkonzentrationen abgelesen und auf der 
Ordinate abgetragen sind, wihrend auf der Abszisse die Versuchsdauer 
verzeichnet ist. 

Wihrend der Zusatz von Kuhmolke nicht nur nicht hemmend 
auf die Spaltung wirkt, sondern vielleicht sogar eine geringe Férderung 
stattfindet, hemmt der Zusatz von Kuhmagermilch gegeniiber de: 
Kontrolle deutlich (Abb. 5). Auch bei Frauenmilch, die zur Zerstérung 
der Lipase 3 Stunden bei 52°C im Thermostaten gestanden hat, ist 
die Hemmung durch Magermilch wenigstens gegentiber der Molke 
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ieutlich ausgesprochen (Abb. 6). Das heiBt also: da sich die Magermilch 
on der Molke nur durch die Anwesenheit von Casein unterscheidet: 
juch im Milieu der Milch hemmt das Casein die Lipasewirkung. 

Die Erwairmung der Frauenmilch zur Vernichtung der Lipase 
muBte vorgenommen werden, weil, wie Abb. 7 zeigt, selbst bei einem 
Py von 4,74 noch eine sehr erhebliche Tributyrinspaltung durch 2 com 
Frauenmilch auf 50 Tributyrinlésung stattfindet 

Ill. Fir die Untersuchungen der Frauen  pa,, Nieuten 
milchlipase wurde die Molke in folgender Weise 90 2. 
gewonnen. 17,0 cem Frauenmilch wurden zu 
einem Gemisch von 0,6cem n Natriumacetat 
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Abb. 7. (H") und Milchlipase. Abb. 8. Milchlipase in Molke 

4 1.1,0n 1 NarAcetat + 0,6 0/1 Essigs., Wasser ad 4.0 . pyy = 4,74 und Magermilch 
2.1001 ‘“ +30n10 ,. e ~ 40. pH =511. 


@ 3.10n1 e +15n10 . ‘ ~ 40. pH = 5,8. 
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1. Frauenmolke. 


und 2,6ccem n Essigsiiture gegeben und 50 Minuten bei 40°C im 
Thermostaten gehalten. Das Filtrat war wasserklar. 2,38 ccm dieses 
Filtrats entsprechen der Molke aus 2cem Milch. 

Nach Abb. 8 scheint kein Unterschied zwischen Frauenmagermilch 
und -molke zu bestehen. Aus Abb. 9 erfahren wir aber etwas anderes, 
und ahnliche Befunde konnten bei allen méglichen Variationen der 
Versuchsanordnung immer wieder festgestellt werden. In Abb. 9, die 
im tibrigen Versuche wiedergibt, in denen die Wirkung von Magen- 
und Milchlipase gleichzeitig untersucht wurde, indem frische Frauenmilch 
za Glycerinextrakt G. gegeben wurde, ist eine Molke (1) angefihrt, 
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die aus Magermilch gewonnen wurde, und eine Molke (2), die vor 
Volimilch stammt. Die Molke aus Magermilch spaltet sichtlich besse 
Da es sich in beiden Fallen um wasserklare Molken handelte, also ei: 
EinfluB von geringen Mengen von Fett nicht in Frage kam, mu8 di: 
Magermilch von vornherein mehr Lipase enthalten als die Frauenmilch 
Auch aus Vergleichen von Vollmilch und Magermilch geht — unte: 
Beriicksichtigung selbst von groBen Fehlern — das gleiche hervor 
Die Magermilch wurde durch scharfes Zentrifugieren gewonnen, wobei 
sich eine feste Butterscheibe bildete 









































Tribut Minuten 
80 30 60 90 Wir nehmen nun an, daB bei dem Zu- 
% sammenpressen der Fettkiigelchen zu 
” der festen Scheibe und der damit ein- 
™ hergehenden Verkleinerung der Ober- 
“ ae fliche ein Teil der an die Fettkiigelchen 
a adsorbierten Lipase frei wird (,,Adsorp- 
tionsriickgang™), so daB dann in der 
as Magermilch tatsichlich relativ mehr 
Lipase zur Verfiigung steht als in der 
4OF- Vollmilch. 
DaB sich bei Frauenmilch iiber- 
30} haupt nur geringe Unterschiede zwischen 
Molke und Magermilch finden wiirden 
20 war bei dem niedrigen Gehalt an Casein 
\e von vornherein anzunehmen. 

al \2 Eine gegenseitige Férderung de: 
; ie Magen- und der Milchlipase ist bei der 
4 4 gegebenen Versuchsanordnung _ nicht 

Abb. 9. Gleichzeitige Wirkung von Mitch *!Chergestellt. : 
und Magenlipase und Binflu8 von Molke IV. Welchen EinfluB hat nun der 
ae Magenegtrakt  Fraven moh % LabprozeB auf die Lipasewirkung. Durch 

aus . 


yt a yy Beseitigung des hemmenden Caseins war 
aus Vollmilch. eine Férderung zu erwarten, aber da 
‘ 3 eae Pfr een ory auch das Fett mit betroffen wird, indem 
es in dem Kasegerinnsel eingeschlossen 
wird, war ein eventueller Lipaseverlust durch Adsorption méglich 
Die Versuche wurden auf zwei Weisen derart vorgenommen, da8 einma! 
der Eintritt der Labung nach Zusatz des Ferments, aber vor Zusatz des 
Tributyrins eintrat, daB er zweitens wihrend der schon in Gang be- 
findlichen Tributyrinspaltung erfolgte. 
2cem Milch wurden mit 1 ccm Glycerinextrakt, 1 ccm n Natrium- 
acetat und 4 ccm n/10 Essigsiure versetzt und bis zur Labung (héchstens 
40 Minuten) bei 40°C stehengelassen, dann filtriert und zu 50 ccm 
Tributyrinlésung gegeben (Abb. 10). Der Extrakt wirkte dabei gleich- 
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zeitig als Labferment. Wir haben also immer Molken zu dem Tri- 
butyrin zugesetzt, aber einmal aus Magermilch und zweitens aus Voll- 
mileh. Molke hemmt aber die Lipolyse nicht, sondern férdert sie eher. 
Wir finden aber sowohl bei Kuh- wie bei (erwiarmter) Frauenmilch, 
daB bei Molke aus Magermilch die Spaltung etwa gleich der Kontrolle 
ohne Labung verliuft, waihrend sie bei Vollmilch wesentlich geringer 
ist. (Dabei haben wir, um sicher zu gehen, daB wir nicht eine Fett- 
wirkung noch vor uns haben, die eingetragenen Werte aus den Eich- 
kurven fir Vollmilch abgelesen. Trpfen Minuten 

Die wirkliche Spaltung betrug 30 me ES SS 
héchstens drei Tropfen.) Da bei 
Molke keine Hemmung_ vor- 
kommt, muB hier also weniger 
Lipase vorhanden sein, d. h. setzt 
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Abb. 10. Labung nach Zusatz des Fer- Abb. 11. Wirkung der Labung wahrend der Tributyrin- 
mentes. Unterschied im Rest-Ferment- oes durch Milch- und durch Magenlipase 
gehalt der Filtrate von Magers und von 1. Wasser (Kontrolle) 
Vollmilch. ° 2. Kuhmagermilch. 
. Molke aus Kuhmagermilch. @ 3. Kubvolimilch. 
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Kuhvollmilch. 4. Frauenmagermilch. 
Frauenmagermilch 5. Frauenvollimilch. 
+ Fravenvollimilch. 6. Kuhmagermilch (andere Vers.-Reihe). 
. Wasser (Kontrolle). Eintritt der Labung. 


man das Ferment zur Milch und labt dann aus, so geht bei der Labung der 
Vollmilch der gréBte Teil der Lipase in das Caseingerinnsel iiber. Filtriert 
man nun, so bleibt die Lipase im Gerinnsel auf dem Filter zuriick und geht 
damit verloren. Bei Magermilch kénnen wir diesen Vorgang nicht, 
oder wenigstens nicht sicher nachweisen. Wir nehmen daher an 
daB die Lipase mit dem Fette, an das sie adsorbiert ist, in das Kise- 
gerinnsel gerissen wird. Versuche, die Lipase aus dem Caseingerinnsel 
durch Ausziehen mit Glycerin wiederzugewinnen, sind vorliufig nicht 


gelungen. 
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Die Resultate der zweiten Art, den EinfluB der Labung direkt 
zu untersuchen, haben wir in Abb. 11 so dargestellt, daB auf der Ordinate 
einfach die Tropfenzahlen eingetragen sind. Mit Hilfe von héherer 
Aciditét (Puffer: 1,0ccm n Natriumacetat + 0,6ccm n Essigsiiure, 
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Abb. 1 
@ Magensaft nach Kuhvollmilch. 














Py = 4,8 bis 4,9) wurde, wahrend die Tributyrinspaltung schon im 
Gange war, bei Zimmertemperatur (16°C) die Milch ausgeflockt, die 
gesamte Fliissigkeit dann schnell filtriert und das Filtrat weiter stalagmo- 
metrisch untersucht. Die Versuche mit Frauenmilch beziehen sich auf 
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frische Milch. Es gelang naimlich nicht, die 3 Stunden lang auf 52° (: 
erwarmte Frauenmilch zur Flockung zu bringen. Sowohl bet Frauen. 
magermilch wie bei -vollmilch findet durch die Labung (deren Eintritt 
in den Kurven durch einen Pfeil markiert ist) keine Hemmung statt 
sondern die Kurven verlaufen nach Eintritt der Labung offensichtlich 
noch steiler. Die entstandene Molke war nicht wasserklar. Wegen der 
geringen und sehr feinflockigen Gerinnung des Frauenmilchcaseins 
wird weniger Lipase der Lésung entzogen, und dieser Verlust wird 
durch die Aufhebung der hemmenden Wirkung des Caseins itiber- 
kompensiert. 

Bei Kuhmilch tritt aber nach erfolgter Labung eine totale Hemming 
ein. Auch bei Magermilch ist die Hemmung vollstandig. Offenba 
Trbutymnkonzentration in % 
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Abb. 13. Zusatz von je 1 com Magensaft nach Vollmilch zu Tributyrin- 
lésungen verschiedener Konzentrationen (Eichkurve). 
Tribut. +. 
@ Magensafte 8—10 nach Vollmilch. 
Wasser (Kontrolle). 


geniigen die geringen Fettmengen (0,2 Proz.) doch zur vdlligen Ai- 
sorption der Lipase, die in diesen Versuchen ja auch in geringerer Meng: 
vorhanden ist als bei der frischen Frauenmilch. 

Versuchen wir nun, die Bedeutung der gefundenen Ergebnis~ 
fir unsere Vorstellungen vom Verdauungsablauf im Sauglingsmagen 
festzustellen, so miissen wir zu der bekannten und wieder bestitigten 
Leistung des Labprozesses, nimlich das Fett fiir eine langere Einwirkung 
der Lipase im Magen zuriickzuhalten, noch eine zweite hinzufiigen 
Durch Uberfiihrung des Caseins in die nicht dispergierte Form wird di 
hemmende Wirkung beseitigt, die es in Lésung auf die Lipase ausiil/ 
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V. Aus unseren Untersuchungen ergeben sich nun auch Folgerungen 
fir eine Bestimmung der Lipase im Magensaft. Es kann nicht gleich- 
giltig sein, ob man Vollmilch oder Molke verfiittert. Tatsichlich finden 
wir unsere Ergebnisse im Magensaft bestatigt (Abb. 12). Zehn gesunden 
Siuglingen wurde je eine Mahlzeit Molke, Magermilch und Vollmilch 
gegeben und nach einer Stunde ausgehebert. Wihrend zwischen Molke 
und Magermilch in der Regel kein Unterschied zu finden ist, zeigt 
sich bei Vollmilch in acht von zehn Fallen eine deutliche Verminderung 
der Spaltung. Wir haben in jedem Falle auch bei Verfiitterung von 
Vollmilch in dem Filtrat des Magensaftes eine Molke vor uns, und 
die Eichkurve dieser Magensifte (Abb. 13) fallt praktisch mit der 
Tributyrineichkurve zusammen. Teleologisch gedacht, muB man bei 
Verfiitterung von Vollmilch eine stirkere Lipasesekretion annehmen; 
denn auf starkere Beanspruchung diirfte der Magen auch mit ver- 
starkter Sekretion antworten, wie das ja fiir die HCl-Sekretion bekannt 
ist. Wenn nun trotzdem im Magensaft nach Vollmilch die Spaltung 
erheblich geringer ist als nach Magermilch und Molke, so miissen wir 
auch hier annehmen, daB bei Anwesenheit von Casein und Fett durch 
die Labung ein groBer Teil der Magenlipase in dem Caseingerinnsel 
eingeschlossen wird. 

AuBerdem ergibt sich fiir eine Magenfunktionspriifung auf Lipase, 
daB man keine Vollmilch verfiittern darf. Da Tee oder Schleim durch 


ihre geringe Reizwirkung keine geeignete Probenahrung darstellen, 
empfehlen wir als immer noch am meisten physiologische Nahrung 
Molke. Je nach Herstellungsart fallen aber verschiedene Molken ver- 
schieden aus. Daher diirfte es sich empfehlen, ein Dauerpriparat zu 
benutzen. Wir haben in den Fallen 8 bis 10 eine nach dem Krause- 
verfahren hergestellte Trockenmolke verwendet. 


Zusammenfassung. 

Die stalagmometrische Messung der Tributyrinspaltung durch 
Lipase nach Rona und Michaelis ist bei Anwesenheit von viel Fett 
und EiweiB nur bedingt brauchbar. Bei Fett wird das Tributyrin aus 
der Oberfliche verdriingt oder gebunden. Aus Eichkurven kann nur 
mit groBen Fehlerquellen abgelesen werden. Bei Casein miissen be- 
sondere Eichkurven aufgestellt werden, aus denen gut abgelesen 
werden kann. 

Casein hemmt die Tributyrinspaltung durch Magenlipase und 
wahrscheinlich auch durch Milchlipase. 

Durch die Labung wird diese Hemmung beseitigt und die Lipase 
mit dem Fette in das Kisegerinnsel eingeschlossen, hierdurch das 
Fett einer lipolytischen Spaltung im Magen linger ausgesetzt. 
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Milchlipase hat auch noch im optimalen Aciditatsbereich 
Magenlipase eine starke spaltende Wirkung. 

In Frauenmagermilch, die durch scharfes Zentrifugieren gewonne: 
ist, findet sich durch Adsorptionsriickgang bedingt relativ mehr frei 
Lipase. 

Fir Magenfunktionspriifungen auf Lipase wird Verfiitterung vor 
Trockenmolke empfohlen. 
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Asparagin und Harnstoff. 


(Physiologische Parallele.) 
Von 
Dimitry Prjanisehnikow (Moskau). 
Aus der landwirtschaftlichen Akademie Petrowsko-Rasumowskoje, Moskau. ) 


( Einge gangen am 27. Mai 1924.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Noch vor kurzer Zeit behaupteten die hervorragenden Vertreter 
der Pflanzenphysiologie, daB der EiweiBzerfall in den Pflanzen sich nach 
anderen Gesetzen vollzieht als in den Verdauungsorganen der Tiere 
unter dem EinfluB der Enzyme oder bei der Hydrolyse in vitro‘). 

Die wichtigste Tatsache, welche solche Ansicht rechtfertigen sollte, 
war das massenhafte Auftreten des Asparagins bei der Keimung von 
eiweiBreichen Samen, welches so weit geht, daB auf dieses Amid bis 
zwei Drittel, sogar drei Viertel der Gesamtmenge von nicht eiweib- 
artigen Stickstoffsubstanzen fallen kénnen. Nach der friiher in bota- 
nischen Kreisen allgemein angenommenen Ansicht von Pfeffer hielt 
man das Asparagin fiir ein primiares Produkt des EiweiBzerfalls, welches 
wegen seiner Léslichkeit und Diffusionsfaihigkeit eine gute Wanderungs- 
form fiir stickstoffhaltige Stoffe darstellt; in den wachsenden Teilen 
soll das Asparagin nach dieser Ansicht mit gleichzeitig zuflieBender 
Glucose zur EiweiBregeneration dienen. 

Von solchem Standpunkte schien es richtig, die Asparaginbildung 
im Pflanzenreiche denjenigen Prozessen im Tierorganismus gegeniiber- 
zustellen, welche sich bei der Verdauung abspielen; man hat aber 
auBer Acht gelassen, daB man dabei einerseits den Stoffumsatz im ganzen 
Organismus (Keimling mit Kotyledonen zusammengenommen) und 
andererseits den ProzeB, welcher nur in einem Organ des Tierkérpers 
vor sich geht, vergleichen will. 

Als man aber dazu itiberging, nicht nur die ganze Pflanze zu ana- 
lysieren, sondern auch die Prozesse in den wachsenden Teilen von den 
Stoffumwandlungen, welche sich in Reservebehaltern abspielen, zu 


1) Vgl. z. B. das bekannte Handbuch der Pflanzenphysiologie von Pfeffer, 
2. Aufl., 1, 464, 1897. 
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unterscheiden, da erwies es sich nach und nach, daB nur der Eiweif. 
zerfall in Kotyledonen mit dem VerdauungsprozeB zu vergleichen 
was aber in den Achsenorganen geschieht, dafiir muB man die Analoyi: 
in anderen Teilen des Tierkérpers suchen. 

Eine feste Grundlage fiir erneute Stellung dieser Frage wurde be. 
sonders durch die Arbeiten des agrikulturchemischen Laboratorium, 
in Zirich geschaffen ; dem hervorragenden Forscher Prof. Ernst Schulz 
welcher dieses Laboratorium in der Periode 1872 bis 1912 leitete, ver. 
danken wir eine Reihe von Untersuchungen tiber Stickstoffumsatz iy 
den Pflanzen, bei welchen nicht nur schon bekannte Stoffe aus de 
Pflanzen ausgeschieden wurden, sondern auch neue Produkte des 
EiweiBumsatzes entdeckt wurden [es sei als Beispiel nur die Entdeckung 
von Arginin und dessen Synthese durch Schulze und Winterstein ge- 
nannt!)]. Was die Asparaginfrage niher betrifft, so wollen wir hier 
zuerst den Leser nur auf zwei von Schulze konstatierte Tatsachen 
aufmerksam machen. In jungen Keimungsstadien, wenn noch dic 
Achsenorgane wenig entwickelt sind und die Kotyledonen nach der 
Masse sehr iiberwiegen, findet man in den Pflanzen meistens Leucin 
Tyrosin und andere Aminoséiuren, welche auch sonst bei Eiweil- 
hydrolyse reichlich hervortraten; aber in spiteren Stadien, wenn der 
Keimling auf Kosten der Kotyledonen sich starker entwickelt, treten 
die Aminosiuren zuriick im Vergleich zum Asparagin, welches ent- 
schieden iiberhand nimmt. Dann erwies es sich, wenn man sogar den 
hohen Wassergehalt der Keimlinge beriicksichtigt und die Konzentra- 
tion der Asparaginlésung in den wachsenden Teilen und in den Kotyle- 
donen vergleicht, daB man eine viel gréBere Konzentration in den 
Keimlingen als in den Kotyledonen findet. Schon diese Tatsachen 
stimmten nicht gut mit der Ansicht von Pfeffer tiberein, laut welcher 
sich Asparagin in den Kotyledonen bildet und von den wachsenden 
Teilen zur EiweiBregeneration verbraucht werden soll; aber E. Schulz 
als sehr vorsichtiger Forscher, eilte damals noch nicht, die herrschende 
Ansicht ganz aufzugeben. 

Da diese Untersuchungen von Schulze meistens auf Keimung der 
Lupinen bezogen waren und man sagen konnte, daB diese kohlenhydrat- 
armen Samen sich nicht typisch verhalten, so hat der Verfasser, dessen 
erste Arbeit auf diesem Gebiete (1894) auch aus dem Laboratorium 
von Schulze hervorging, als Objekt fir seine Untersuchung damals 
eine kohlenhydratreichere Leguminose gewahlt, namlich Vicia sativa 
deren Samen, zum Unterschied von Lupine, Starke enthalten. Aber 
auch bei diesem Objekt stieB der Verfasser auf entschiedene Wicder- 


1) Siehe die Zusammenstellung der Arbeiten von EZ. Schulze bei W inéer- 
stein, Zur Erinnerung an Ernst Schulze, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 1°14. 
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spriiche der herrschenden Ansicht tiber Asparagin; er sah sich ge- 
zwungen, diese ganz aufzugeben, und hat aus der Vergessenheit eine 
alte Idee wiederaufgenommen, welche auch einem Agrikulturchemiker, 
namlich Boussingault, zuakommt, der noch 1841 die Analogie zwischen 
Asparagin und Harnstoff nach Art ihrer Bildung hervorgehoben hat. 
Spater aber wurde diese Ansicht unter dem Einflu®B der herrschenden 
Lehre von Pfeffer ganz auBer acht gelassen. 

Aus der Arbeit des Verfassers tiber Vicia sativa von 1894 seien 
hier nur wenige Zeilen angefiihrt. Nachdem betont wurde, daB keine 
einzige Tatsache existiert, welche den Verbrauch des Asparagins zur 
EiweiBbildung in der etiolierten Pflanze beweise, und daB die anderen 
Tatsachen es nicht gestatten, das Asparagin als Wanderungsform der 
stickstoffhaltigen Reservestoffe zu betrachten, kommt der Verfasser 
zu der SchluBfolgerung, daB das Asparagin ein Nebenprodukt des Stoff- 
wechsels ist, welches durch Oxydation beim Umsatz der EiweiBstoffe 
im LebensprozeB entsteht und als solches ,,in den wachsenden Teilen 
der etiolierten Pflanze sich ansammeln muB, aber bei der griinen Pflanze 
ihnlich zur EiweiBbildung dienen kann wie andere stickstoffhaltige 
Verbindungen™ (inklusive Ammoniak und Salpetersiiure). Dann kommt 
folgender Absatz: ,,Unwillkirlich wird man an die Ansicht Boussingaults 
erinnert, nach welcher das Asparagin in der etiolierten Keimpflanze 
ein ebensolches Produkt der EiweiBoxydation ist wie der Harnstoff 
im Tierorganismus; wie das Asparagin, so kann auch der Harnstoff 
nicht zu EiweiB regeneriert werden. Wenn aber unter dem EinfluB 
von Licht in der Pflanze die synthetischen Prozesse tiberhand nehmen, 
so hért dann die Analogie mit dem Tierorganismus auf, das Asparagin 
wird wieder in der Pflanze verbraucht')*. 


Diese AuBerung des Verfassers hat damals bei Pfeffer sehr un- 
ginstige Beurteilung gefunden, und sogar im bekannten Handbuch 
der Pflanzenphysiologie findet man z. B. folgende Ausdriicke: ,,Es 
ist unter allen Umstanden irrig, unter Verkennung des Gesamtzusammen- 


hanges wie der Bedeutung der Stoffmetamorphosen fiir Transport- 
zwecke das Asparagin nur als Exkret anzusprechen, wie es im AnschluB 
an Boussingault neuerdings von Prjanischnikow geschah*®). Aber bei 
unmittelbarer Fortsetzung seiner Versuche (im Jahre 1897) konnte 
der Verfasser den endgiiltigen Beweis bringen, daB das Asparagin 
ebenso wie der Harnstoff nicht primar aus den EiweiBstoffen, sondern 
sekundir aus anderen Umsatzprodukten entsteht, wobei man die Be- 
teiligung von Ammoniak in der Asparaginsynthese annehmen muBte§). 

1) Landwirtschaftliche Versuchsstation 45, 265, 1894 

*) Pfeffer, Pflanzenphysiologie 1, 462, 1897. 

*) Ber. bot. Ges. 17, 151, 1899; Vers.-Stat. 1899, S. 347. 
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Es gelang namlich, bei systematischer Untersuchung der Keimun; 
prozesse durch tagliche Analyse der Keimlinge von drei verschieden: 1) 
Pflanzen in verschiedenen Stadien die Tatsache festzustellen, daB cd 
EiweiBzerfall und die Asparaginbildung zwei verschiedene Prozes. 
sind und daB in der zweiten Hadljte der Keimungsperiode mehr Asparayin 
gebildet wird, als auf Kosten der in gleichen Zeitrdumen zerfallenen Eiuy 
stoffe entstehen kénnte, selbst wenn man voraussetzt, daB der gany 
EiweiBstickstoff in Asparaginstickstoff tibergeht; als Material |i; 
Asparaginbildung konnten in diesem Falle nur Aminosduren dienen 

Aus den quantitativen Verhialtnissen muBte man schlieBen, dal 
es Monoaminosduren sind, die in diesem Falle die Hauptrolle spielen 
da aber Asparagin zwei Gruppen NH, enthalt, so hat daraus der Ver- 
fasser den SchluB gezogen, daB bei der Oxydation der Aminosiiuren 
Ammoniak entstehen muB, und dap weiter aus asparaginsaurem 
Ammoniak durch Dehydratation ebenso Asparagin entsteht, wie im 
tierischen Organismus aus carbaminsaurem Ammoniak Harnstof{ entst:hi 

Im Jahre 1898 hat auch EZ. Schulze endgiiltig die Ansicht an- 
genommen, daB die Bildung von Asparagin ein sekundirer ProzeB ist 

Aber die Ammoniakbildung in der Pflanze wurde damals vom 
Verfasser (ebenso von Z. Schulze und O. Loew) nur logisch als unent- 
behrlicher ProzeB anerkannt, der experimentelle Beweis dafiir wurde 
erst spiter von Butkewitsch gegeben'). 

Von der Idee Claude Bernards ausgehend, dab die anaisthesierenden 
Mittel die synthetischen Prozesse hemmen, hat Butkewitsch die Lupinen- 
keimlinge der Wirkung von Toluoldimpfen unterworfen; im Resultat 
wurde die Asparaginsynthese zum Stillstand gebracht und Ammoniak 
trat als solcher hervor; da man diese ,,Ammoniakvergiftung* (ebenso 
wie sonst Asparaginbildung) nur bei Sauerstoffzutritt beobachtet, so 
muB die Bildung von Ammoniak im Zusammenhang mit den Oxydations. 
prozessen stehen. 

In normalem Zustande entgiften also wirklich die Pflanzen las 
Ammoniak unter Asparaginbildung ebenso wie Tiere unter Harnstoff- 
bildung; in einem Falle bildet sich das Amid der Aminobernsteinsiure 
im anderen der Aminoameisensaure. 

Nachdem die Beteiligung des Ammoniaks bei der Asparagin- 
synthese bewiesen worden war, studierte der Verfasser in einer Reihe 
von spiateren Versuchen (seit 1909) die Frage, wie sich die Pflanzen 
gegen das von auBen zugefiihrte Ammoniak verhalten wiirden’ 
welche zur Kenntnis des noch tieferen Parallelismus zwischen Pflanzen- 
und Tierorganismus in dieser Hinsicht fihrt. 





1) Annalen der landwirtschaftlichen Akademie in Moskau 1904. 
2) Ber. d. deutsch. bot. Ges. 1901. 
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Dabei erwies es sich, daB die etiolierten Keimlinge von solchen 
Pflanzen, deren Samen sehr reich an Kohlenhydraten sind, wie z. B. 
die Cerealien, die Asparaginsynthese ganz glatt durchfiihren, wenn 
hnen beliebiges Ammoniaksalz in schwacher Lésung (0,50 bis 0,75 ¢ 
pro Liter) zu Gebote steht; sogar die Lésung von solchem Salze wie 
NH,Cl oder (NH,),SO, geniigt in diesen Fallen, ohne daB der Neutra- 
lisation der physiologischen Aciditét oder dem Balancieren der Lésung 
Sorge getragen wiirde. Das Ammoniak als solches wird dabei in den 
Keimlingen in gréBeren Quantitaiten nicht angehiuft, fast ganze, von 
der Lésung aufgenommene Stickstoffmengen findet man im Asparagin 
abgelagert; das folgt aus der Tatsache, daB eine Hilfte des aufge- 
nommenen Stickstoffs bei der Saurehydrolyse sich wie Amidstickstoff 
verhalt, die andere Halfte wird aber nicht abgespalten, man hat es also 
mit einem Kérper von der Formel R(NH,)CONH, zu tun, welcher 
sich auf Kosten von Ammoniak und einem stickstofffreien Kérper 
(Bernsteinsiure) bildet. Dasselbe Verhalten haben manche (lpflanzen 
gezeigt, wie z. B. der Kirbis, in dessen Keimlingen Asparagin durch 
sein Homologes, nimlich Glutamin, ersetzt ist. 

Andere Erscheinungen haben wir bei Leguminosen beobachtet, 
deren Samen zwei- bis dreimal so viel EiweiB enthalten wie die Cerealien ; 
aber hier muB man wieder zwei Gruppen unterscheiden, nimlich die 
Leguminosen, deren Samen Starke enthalten (wie Erbsen und Wicken), 
verhalten sich anders als Lupine, welche stirkefreie Samen besitzen. 

Wenn man z. B. Erbsenkeimlinge im Dunkeln auf den Lésungen 
von NH,Cl oder (N H,),.SO, wachsen laBt, so bildet sich kein Asparagin 
auf Kosten von Ammoniak der Nahrlésung, und sogar noch mehr — 
die Asparaginbildung wird auf Kosten des _ ,,eigenen** Ammoniaks 
verlangsamt, weil auch das Wachstum bei solchen Pflanzen, wie Erbsen, 
durch physiologische Aciditat der Ammoniaksalze unterdriickt wird. 
Es geniigt aber, der Nihrlésung etwas CaCO, hinzuzufiigen, dann 
beginnt nicht nur ein gutes Wachstum, sondern auch eine energische 
Asparaginsynthese, und dann entspricht auch hier die Asparagin- 
zunahme (gegen Kontrollpflanzen) der Menge des aus der Lésung 
aufgenommenen Ammoniaks?). 

Dem dritten Typus sind wir bei den Lupinen begegnet; die Samen 
der gelben Lupine sind auBerst eiweiBreich (35 Proz. und mehr) und 
wie gesagt, enthalten sie keine Starke; Kohlenhydrate (Galaktane) 
sind nur in der Zellwand als Reservecellulose (Hemicellulose) abgelagert, 
und sie sind nicht so leicht hydrolysierbar wie die Starke und auch in 
dieser Form nicht so reichlich dargestellt; wenn man das Verhiltnis 


1) Siehe naheres dariiber in der Abhandlung des Verfassers: Uber den 
Aufbau und Abbau des Asparagins in den Pflanzen (Ber. d. deutsch. bot. 
Ges. 1922, Heft 7). 
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zwischen den EiweiSstoffen und Kohlenhydraten bei Lupinen un 
anderen Pflanzen vergleicht, so findet man folgende Unterschiede : 

Die Samen von Weizen 1 : 6 (oder 1: 5), Erbsen 1: 2 (2%), gelbe: 
Lupinen 1 : 0,6. 

Darum niahern sich die Lupinenkeimlinge der chemischen Zu- 
sammensetzung nach relativ mehr den tierischen Objekten als irgend 
eine andere héhere Pflanze. 

Bei unseren ersten Versuchen, die Lupinenkeimlinge mit Ammo- 
niaksalzen zu erndhren, wurden wir durch die groBen Stickstoffverlust: 
tiberrascht, welche bei den Analysen der getrockneten Keimlinge kon- 
statiert wurden. Es erwies sich, daB beim Trocknen der Keimling: 
welche 10 Tage auf einer Lésung von NH,Cl oder (NH,),S8O, wuchsen, 
ein Teil von dem in ihnen vorhandenen Ammoniak verloren ging 
der gesamte Gehalt an Ammoniak, welcher durch Abdestillieren bei 
vermindertem Druck (nach Longi) mit MgO gefunden werden kann, 
kann bis 12 Proz. (sogar bis 15 Proz.) des Gesamtstickstoffs ausmachen, 
und bei solchen an Ammoniakvergiftung leidenden Pflanzen ist cer 
Asparagingehalt entsprechend kleiner als bei den Kontrollpflanzen, 
welche in destilliertem Wasser gezogen wurden. 

Es wird in diesem Falle die synthetische Funktion in solchem Mabe 
unterdriickt, daB sogar das ,,eigene“’ Ammoniak als solches sich an- 
haiuft und von Assimilation des von auBen zugefiihrten Ammoniaks 
keine Rede ist. Die Pflanzen enthalten viel mehr Ammoniak, als sic 
aus der Lésung aufgenommen haben'). Die Zugabe von CaCO, zu 
der Lésung von NH,Cl (bzw. (NH,),S0O,) hilft in diesem Falle nicht; 
in welchem Grade diese Erscheinung mit spezieller ,,Kalkfeindlichkeit” 
der Lupinen im Zusammenhang steht, wollen wir hier nicht naher 
betrachten?). Um die Ursache dieser Erscheinung etwas naher auf- 
zuklairen, haben wir weitere Versuche mit solchen Ammoniaksalzen 
aufgestellt, bei welchen die physiologische Aciditaét nicht so stark 
ausgepriigt ist wie bei den Salzen von HCl und H,S0O,; wir haben 
nimlich NH,NO, genommen, weil in diesem Falle nicht nur (ic 
Base, sondern auch die Saéure von der Pflanze ausgenutzt wird, und 
NH,H,PO,, um eine schwachere Saure einzufiihren als die friihe 
genommene. Dann blieb die beschriebene Erscheinung aus, die As)a- 
raginsynthese ging normal vor sich ; dabei diente nicht nur das ,,eigene” 
sondern auch das von auBen zugefiihrte Ammoniak als Quelle fiir cic 
Asparaginbildung. 


1) Siehe n&heres in der Abhandlung des Verfassers: Das Ammoniak 
als Anfangs- und Endprodukt des Stickstoffumsatzes in den Pflanzen 
(Landw. Versuchsstation 1922). 

2) A. Smirnow, Zeitschr. f. Pflanzenernadhrung und Diingung. T. A 
3. Jahrg., H. 1. 
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Daraus muBte man schlieBen, daB gerade die starken Mineral- 
sauren, wie Salz- und Schwefelséiure, welche mit Ammoniak gebunden 
sind, die Funktion der Asparaginsynthese paralysieren, etwa ebenso 
wie die andsthetischen Mittel in den oben erwihnten Versuchen von 
Butkewitsch. 

Hier zeigt sich ein bemerkenswerter Parallelismus sogar in Einzel- 
heiten mit dem Tierorganismus: Man beobachtet nimlich bei Durch- 
strémungsversuchen mit tiberlebender Leber statt Steigerung eine 
Hemmung von Harnstoffbildung, wenn man statt Ammoniumcarbonat 
eine Lésung von Ammoniumchlorid oder -sulfat einfiihrt. Wir wollen 
hier nur die Versuche von Rumpf und Kleine erwihnen'), welche 
gezeigt haben, daB unter dem EinfluB von (NH,),SO, aus dem Orga- 
nismus mehr Ammoniak ausgeschieden werden kann, als demselben 
Salze eingefiihrt wurden. Die Harnstoffsynthese wird hier genau so 
unterdriickt, wie die Asparaginsynthese bei Lupine, und in beiden Fillen 
tritt das ,,eigene Ammoniak* als solches hervor. 

Schon der einfache Vergleich von einer Reihe von Pflanzen nach 
dem Verhaltnis der EiweiBmenge zu den Kohlehydraten in den Samen 
sprach dafiir, daB der Vorrat an Kohlehydraten (oder Fetten) ein Faktor 
ist, der die Beziehungen des Keimlings zu den Ammoniumsalzen be- 
stimmt; wenn wir dann die Anwesenheit oder Abwesenheit der Aspa- 
raginsynthese auf Kosten der Ammoniumsalze durch + und — be- 
zeichnen, so kénnen die Resultate fiir verschiedene Pflanzengruppen 
durch solche vereinfachte Tabelle dargestellt werden: 





|| NH, HPO, | NH: SOs od. (NH) SO, od. 
oder N er 


Salze 1 und 1 obne 


. e 
Pflanze | NH, NO, pein v. ae O 


i} CaCO, 


Depa (Gerste, Rares Kiirbis) . + sy 
(Erbse, Wicke) .. . he a 


i 


eee + -_— a 


Es war unsere fernere Aufgabe, auf experimentellem Wege zu 
priifen, ob die Lupinen wirklich sich deshalb eigenartig verhalten, 
weil sie dem tierischen Organismus niher stehen als die Keimlinge 
der Samen anderer Pflanzen, die reicher an Starke und Fett sind. 

Wir haben uns die Aufgabe gestellt, eine ,,kiinstliche Lupine“ 
aus anderen Objekten vorzubereiten ; dazu wurde zuerst ein chirurgischer 
Weg versucht, d. h. das Abschneiden eines Teiles der starkereichen 
Behilter (Kotyledonen, Endosperm), aber als bestes Mittel, wm eine 
beliebige Pflanze in Lupinentypus umzuwandeln, erwies sich die physio- 
logische Vorbereitung durch Aushungern. Wenn man z. B. die etiolierten 


") Zeitschr. f. Biol. 34 (N. F. 16). 
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Gerstenkeimlinge nicht in dem ersten Stadium der Keimung zu 
Versuch anwendet, sondern etwa nach 3 Wochen ihres Aufenthalt. 
im Dunkeln ihr Verhalten gegen Ammoniaksalze beobachtet, so sich 
man ebenso wie bei Lupinen die Erscheinungen von Ammoniak 
vergiftung bei der Ernahrung mit NH,Cl oder (NH,),SO,. 

Weiter haben wir umgekehrt den Versuch gemacht, die Lupinen- 
keimlinge mit Kohlehydraten zu versorgen und dann ihr Verhalten 
zu Ammoniaksalzen beobachtet ; dazu haben wir erstens statt etiolierter 
griine Keimlinge genommen und den Versuch mit Ammoniakernahrung 
im Hellen durchgefihrt — dann wurde die Empfindlichkeit der Lupin: 
gegen NH,Cl aufgehoben und wir haben energische Asparaginsynthese 
beobachtet !). 

Um aber den Gedanken auszuschlieBen, daB in diesem Falle das 
Licht irgend eine direkte Rolle auBer der Kohlenhydratbildung ausiiben 
kénnte, wurde auch ein Versuch mit etiolierten Lupinenkeimlingen 
ausgefiihrt, indem dieselben bei voller Sterilitat des umgebenden 
Mediums mit Glucose ernihrt wurden; hier wurde auch Ammoniak- 
verbrauch und Asparaginsynthese beobachtet?). 


Es werden also in diesem Falle die Unterschiede zwischen ver- 
schiedenen Pflanzenarten durch Ernahrungsverhialtnisse ausgeglichen 
alle Pflanzen durch einen Hungerzustand dem Lupinen- (bzw. tierischen) 
Typus genihert und umgekehrt; die mit Kohlenhydraten kiinstlich 
versorgten Lupinenkeimlinge verhalten sich so, wie es fiir die meisten 
Pflanzen charakteristisch ist. Alle Resultate unserer Versuche iiber 
diese Frage kénnen in folgender Tabelle zusammengefaBt werden. 
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Es ist also nicht das Licht, sondern die Anwesenheit von Kohie- 
hydraten (oder Fetten), welche die Beziehung der Pflanze zu dem von 
auBen zugefiihrten (oder dem sich innerhalb in den Zellen bildenden) 
Ammoniak bestimmen. 


1) Siehe eingehender in der oben erwiahnten Mitteilung des Verfassers 
in den Landw. Versuchsstationen 1922. 

2) Diese Arbeit wurde im Laboratorium des Verfassers von Herrn 
Smirnow ausgefiihrt; niiheres siehe in seiner Abhandlung: Uber Synthe~ 
der Saéureamide in den Pflanzen, diese Zeitschr. 187, H. 1/3, 1923. 
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Wenn die Pflanze im allgemeinen beim Hungern an Ammoniak- 
vergiftung leidet, weil sie keinen Harnstoff bilden kann!), so kann 
auch dieser Unterschied vom Tierorganismus in manchen Fillen aus- 
geglichen werden. So zeigte z. B. N.N. Iwanow in seinen letzten 
Arbeiten (diese Zeitschrift 1923), daB einige Pilze (wie Lycoperdon), 
die Harnstoff enthalten, denselben durch Oxydation auf Kosten anderer 
Amidoverbindungen bilden; auBerdem hat er die Harnstoffbildung 
auf Kosten des von auBen zugefiihrten Ammoniaks beobachtet. Es 
steht also ein solcher Pilz dem Tierorganismus in genannter Beziehung 
viel naéher als héhere Pflanzen. 

Andererseits ist es jetzt bewiesen, daB der Tierorganismus, der 
gewohnlich das Ammoniak durch Harnstoffbildung entgiftet, ebenso 
wie die Pflanzen zur Synthese von kohlenstoffreichen Aminosiuren 
fihig ist, wenn man ihm das erforderliche stickstofffreie Material zur 
Verfiigung stellt: es ist bekannt, daB, wenn man durch das Blutsystem 
der tiberlebenden Leber eine Lésung zirkulieren liBt, welche Oxy- 
oder Ketoséiuren enthalt, sich die entsprechenden Aminosiiuren bilden. 
Auf diese Weise wurden die typischen Aminosiiuren erhalten, welche 
gewohnlich im Tierorganismus als Produkte des Eiweifzerfalls auf- 
treten, wie Leucin, Tyrosin und Phenylalanin?). Bei solcher Ahnlichkeit 
zwischen der pflanzlichen und tierischen Zelle in betreff der Synthese 
der Aminosiuren auf Kosten des Ammoniaks und des stickstofffreien 
Materials, wie auch in Hinsicht ihrer Oxydation unter Ammoniak- 
bildung bei Mangel an solchem Material bei gleichem Verhalten der 
Lupinenkeimlinge und der Leber in Hinsicht auf HCl und H,S0O,, 
die das Ammoniak begleiten, schien es dem Verfasser ganz unwahr- 
scheinlich, daB ein so verschiedenes Verhalten zum kohlensauren 
Ammoniak der einen und der anderen Organismen stattfinden kann, 
wie man es gewodhnlich in der botanischen Literatur nach den 
Arbeiten von Coupin und Bokorny*) anzunehmen pflegt. 

Bei dem Durchlesen dieser Arbeiten im Original stellte es sich 
heraus, daB die Autoren kaufliches kohlensaures Ammoniak angewandt 
haben, und daB in ihren Arbeiten die Frage tiber die schidliche Wirkung 
der alkalischen Reaktion von der Frage iiber das Verhalten der Pflanzen 
zum Ammoniak nicht getrennt wurde, ganz ebenso wie in den fritheren 
Versuchen mit NH,Cl der SaureeinfluB auf die Pflanze vom EinfluB 
des Ammoniaks nicht unterschieden wurde. 


1) Oder, besser gesagt, den Harnstoffzerfall nicht zuriickhalten kann, 
selbst wenn Harnstoff als solcher eingefiihrt wird, wegen energischer Wirkung 
der Urease, die in den Pflanzen sehr verbreitet ist. 

2) Siehe die Arbeiten von Embden, Schmitz und Kondo, diese Zeitschr. 
82, 1912 u.a. 

*) Coupin, Revue generale de Botanique 12, 177, 1900; Bokorny, 
Centralbl. f. Bakt., II. Abt., 82, Nr. 26, 1912. 
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Deshalb haben wir diese Versuche wiederholt, indem wir doppe|:. 
kohlensaures Ammoniak durch Kristallisation im C O,-Strome bereitet: 


auBerdem versuchten wir die Alkalinitat der NH,HCO,-Lésuny 


durch weiteren Zusatz von Kohlensiure zu mildern (dabei wurii 
die Kohlenséure zuerst in eine Normallésung dieses Salzes durchgeleit «1 
und dann Wasser zugegossen, um die gewiinschte Konzentration zu be- 
kommen). Vorliegende Angaben sind den vorlaufigen Versuchen von 
Fraulein Prjanischnikow mit Erbsenkeimlingen entnommen: 





iad NH, Cl NH,H,PO, | NH,HCO, (0,001) 
cm cm | cm 
Mittlerer Zuwachs der Wurzeln 1,85 1,83 2,83 


Daraus ersehen wir, daB bei dieser Konzentration doppeltkohlen. 
saures Ammonium einen gréBeren Zuwachs ergab als salzsaures und 
phorphorsaures Ammonium. 

Der Einflu8 vom Durchleiten der Kohlenséure durch die Ammo- 
niumbicarbonatlésung (vor dem Versuch) war in einem anderen Versuch 
geprift worden bei héherer Konzentration (namlich 0,005 der normalen); 
der Zuwachs der Wurzeln war folgender (im Zusammenhang mit p, ) 











‘NH,HCO, | Idem + CO, 
— — = oe = -. » 
ag <— %) ar e.k) ee ee Med, Ot 7,3 6,8 
Mittlerer Zuwachs der Wurzeln . . 048 1,43 


Die von Fraulein Logwinow fortgesetzten Versuche bestitigten 
volistindig diese Resultate; hier wollen wir nur folgende Angaben 
iiber den Zuwachs der Stengel und der Wurzeln bei Erbsenkeimlingen 
bei andauernderem Versuch (12 Tage lang) geben. 


Lange der Stengel. 











i... na o00in | 0003n | 0010n 
isi ah catia 97 58 5,5 
thoes 4. 6 vows i 58 5,0 45 
MS oes arpa 5,0 5,1 57 
Se ae ee 4,1 41 41 
Destilliertes Wasser .......-. 43 


Es hat also auch diesmal kohlensaures Ammoniak bessere Re- 
sultate geliefert als phosphorsaures; Ammoniumchlorid steht am 
niedrigsten, was schon im voraus zu erwarten war. Dasselbe Resultat 
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haben wir fir die Wurzeln, wenigstens fiir schwache Konzentration 


0,001 n). 
Wurzellange. 





Konzcntration 0,001 n 0,003 n 0,010 n 


bE) 10,6 7,5 
Ce ie ar ew (en a il 8,0 6.6 
i ods obo AY a. se. wee 9,2 8.4 


asi a ee te Se aie ot 7,6 74 





Destilliertes Wasser ....... 8,1 


So erweist sich also, daB das doppeltkohlensaure Ammonium 
unter den Bedingungen der Reaktion, die einer neutralen (p,, = 6,8) 


Ni, HCO, + CO, 




















0 
cm 


Abb. 1. Einflu® verschiedener Ammoniumsalze auf das 
Wachstum der Erbse bei zunchmender Konzentration'). 


nahe steht und durch das Durchlassen von Kohlenséure erzielt wird, 
die beste Art, den Pflanzen (sowohl wie den Tieren) Ammoniak zuzu- 
fiihren, darstellt, da dasselbe keinen Rest von starker Saure in der 


1) Zu Anfang des Versuchs ist die Stengelliinge gleich Null, deshalb ent- 
sprechen die Ordinatenzahlen dem ganzen Zuwachse im Laufe des Versuchs. 
{Um Platz zu sparen, ist der Zwischenraum zwischen 0 und 3,5 cm Hohe 
nicht angegeben. Die Wurzellinge bei Beginn des Versuchs war gleich 
3,5em; von diesem Niveau nach unten hin ist der Zuwachs angemerkt 
‘die Zahlen seitwarts ergeben die gesamte Wurzellinge. )] 
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umgebenden Lésung laBt wie auch in der Pflanze selbst. Der Ube: 
schuB an Mineralsiuren schadet nicht proportional dem EinfluB au 
die Reaktion des umgebenden Mediums, hier tritt noch der EinfluB de: 
Niitzlichkeit oder der Untauglichkeit der in die Pflanze eingedrungene: 
Siéiure hinzu, und dieser Einflu® ist leichter an der Entwicklung de: 
Stengel zu beobachten als an dem Wachstum der Wurzeln. 

Da wir in diesen Versuchen bemerkten, daB die Lésungen von 
NH,HCO, mit der Zeit immer alkalischer wurden (von 6,8 bis 7.3 
und sogar 7,7), so kann man noch bessere Resultate erwarten, wenn 
man die Reaktion wiederholt an eine neutrale Zone bringt. AuBer- 
dem macht der Zusatz von Calciumsalzen, die fiir den normalen Wuchis 
der Wurzeln unentbehrlich sind, die letzteren weniger empfindlich 
gegen das Abweichen der Reaktion von der neutralen Zone (in allen 
erwihnten Versuchen haben wir aber keine Calciumsalze gegeben) 

AuBer der Feststellung einer weiteren Analogie mit dem Tier- 
organismus ergeben diese Versuche mit doppeltkohlensaurem Ammonium 
auch noch das Interesse, daB wir in ihnen die neue Méglichkeit finden, 
einen Vergleich zwischen Ammoniakernahrung und der Nitraternahrung 
aufzustellen, ohne durch die Mineralsiure gestért zu werden [eine 
andere Méglichkeit ist schon friiher von uns ausgenutzt worden, sic 
besteht nimlich in dem Studium der physiologischen Eigenschaften 
von NH,NO,')]. 

Einstweilen kénnen wir nur einige Resultate des vorlaufigen 
Versuches, der auf unseren Vorschlag von Fraulein Logwinow aus- 
gefiihrt ist, angeben. 


Versuch mit etiolierten se EO %). 








| Pu Lange 
[= am m Antang | Lose Ende des des Stengels | der Wurzeln 
— = = —————— ae — — > — =. = _! — = 
I Ng a ee ce et eee 5,7 6,0 3,69 6,95 
SEEN 34. tke Lap. orcomnsacmine ce 0be 5,5 5,1 20,14 10,86 


NH, HCO, + CO,+(CaCO,.... 69 73) 1909 11,06 
| 


NH, HCO, + CO,+CaSO,.... 67 | 71 | 2074 | 11,04 


Also ergaben die Pflanzen kein schlechteres Wachstum auf den 
Ammoniaksalzen als auf der Lésung von Ca(NQO,),. 

Wir miissen noch diese Versuchsanstellung mit einer gréBeren Zah! 
von Pflanzen durchfiihren, um die Energie der Synthese durch Analysen 


1) Siehe unsere Abhandlung in der Zeitschrift fiir Pflanzenernahrung 


und Diingung 1924. 
*) Dauer des Versuchs = 10 Tage; Konzentration der Lisung = 0,003 n. 
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fir beide Falle (NH,- und N,O,-Ernahrung) verfolgen zu kénnen; 
aber eigentlich haben wir schon nahestehende Resultate in. unseren 
friheren Versuchen, wo sich eine energischere Synthese bei Ernahrung 
mit einer Nahrmischung, die NH,Cl + CaCO, enthilt, herausgestellt 
hat als bei der Ernahrung mit Ca(NQO,),; da die Pflanzen durch aus- 
geschiedene Kohlensaure einen Teil des Calciums in die Lésung bringen, 
so bildet sich in denselben NH,HCO, + CaCl,. und dadurch nihert 
sich dieser Versuch unserem jetzigen; hier wollen wir einige Beispiele 
anfiihren : 


Versuche mit Vicia sativa (10 Tage). 





Wasser Ca (NOs). NH, Cl + CaCO, 
mg mg mg 


N-Gehalt pro 100 Pflanzen. . . 2210 | 247,6 263,0 
Asparagin-N (100 Pflanzen) . . .| 75,9 93,3 | 118,2 


Versuche mit Zea Mays (10 Tage). 





Wasser Ca (N Os)g NH,Cl + CaCO, 
mg mg mg 


pS ES ee ae 104.5 160,7 269.5 
Organischer Stickstoff ..... 7556 | 844.6 935,1 
Auch fiir einen 17 tagigen Versuch 
ES a at a m0 .0: o4 4,4 129.4 158,6 345,0 
Organischer Stickstoff ..... 706,4 803,5 963,8") 


Da in diesen Fallen die Asparaginsynthese auf Kosten von Ammo- 
niak energischer vor sich ging als auf Kosten der Nitrate, so erwarten 
wir dieselben Resultate beim Vergleich von NH,HCO, + CaCO, 
und Ca(N Og). 

Es muB also als ganz natiirlich betrachtet werden, dab, wenn man 
die Nebenursachen beseitigt, das Ammoniak schneller in die endgiiltige 
Form der stickstoffhaltigen Verbindungen R(NH,)COOH geht als 
die Nitrate, da es dieser Form viel niher steht, die Nitrate hingegen 
miissen noch den Reduktionsproze8 durchmachen, wobei man den 
einfachsten Weg iiber Nitrite fiir den wahrscheinlichsten halten muB, 
wie es kiirzlich Kostytschew fiir die Pilze gezeigt hat*), um so mehr, 
als es bewiesen ist, daB in den gewéhnlichen Wasserkulturen sich die 
Nitrite auf Kosten der Nitrate bilden, wenn sogar die Bakterien aus- 
1) Naheres in den Landwirtschaftlichen Versuchsstationen 1922, 8. 


und 273. 
*) Zeitschr. f. physiol. Chem. 1920, S. 171. 
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geschlossen sind [s. die Arbeit von Fraulein Kudriawzewa in Nr. 2 des 
Journals fir Landwirtschaftswissenschaft 1924, russisch*)]. 

Wenn es endgiiltig festgestellt sein wird, daB auch bei den héheren 
Pflanzen der Nitratstickstoff unbedingt durch die Ammoniakform 
passieren muB, wird unsere friihere Charakteristik des Ammoniaks als das 
Alpha und Omega des Stickstoffwechsels in noch mehr buchstablichem Sine 
giiltig sein, weil man dann wird sagen kénnen, daB nur das Ammoniak 
das Ausgangs- und Endstadium bei der Bildung und dem Zerfall der 
Aminosauren (also auch des EiweiBes) bei Tieren und Pflanzen darste!lt *), 








1) Im Laboratorium des Verfassers ist in letzter Zeit die Beobachtung 
gemacht worden, da8, wenn man den Pflanzen in Wasserkulturen Nitrite in 
gréBerer Konzentration gibt, dieselben unter dem Uberschu8 des gebildeten 
Ammoniaks leiden (noch nicht veréffentlichte Arbeit von Herrn Dikussay). 

*) Diese Vorstellung, die wir uns iiber die Rolle des Ammoniaks gemaclit 
haben, wird nicht im mindesten durch den Umstand gestért, daB nach einer 
gewissen Konzentrationsgrenze die Ammoniaksalze fiir die Zellen schadlich 
werden, ebenso wie die Giftigkeit des Formaldehyds es gar nicht hindert, 
ein Zwischenglied im Prozesse der Synthese der Kohlenhydrate zu sein 
Man mu8 nur den Unterschied zwischen der Schidlichkeit der neutralen 
Ammoniaksalze und dem freien Ammoniak zu machen wissen; der letzte 
ist natiirlich sehr schidlich, laut den Beobachtungen von Bokorny noch 
schidlicher als KOH oder NaOH. 

Man muB noch darauf hinweisen, da8 in den Versuchen mit Atzlaugen der 
Schaden von zwei Ursachen abhingen kann: 1. dem Verhalten des Plasmas 
zum gegebenen Stoffe; 2. der Geschwindigkeit, mit der der gegebene Stoff 
in die Zelle eindringt. Gerade Ammoniak kann bedeutend rascher in die 
Zelle eindringen als die aquimolekularen Lésungen von KOH oder NaOH. 
Das kann durch die von M. Domontovitsch in unserem Laboratorium er- 
haltenen Ergebnisse veranschaulicht werden; wenn man feine Schnitte von 
Geweben nimmt, die rot gefirbt sind und sie in Lésungen von N H,OH, 
KOH und NaOH bringt, so kann man durch den Ubergang der Farbung 
des Anthocyans ins Blaue (oder Violette) iiber die Geschwindigkeit des 
Eindringens der einen oder der anderen Base in die Zelle urteilen; hierbei 
sieht man vollkommen klar die gréBte Geschwindigkeit, mit der das Ammoniak 
eindringt, was in folgenden Beispielen seine Bestatigung findet. 

Zeitraum, in dem die rote Farbung violett (blau) wird. 





Nr. : \: ae | eee 01a KOH 0,01in | NaOH 001n 


| Wurzeln von rcten Riiben , i 
2 | | Epidermis des Blattstiels von | 
I Lupinus angustifolius . . | 1—10 , 1/, Std. 
3 | Epidermis des Blattstiels von | 
Oe eee m podagraria . 10 , | >10 , 


‘ 4 | Epidermis des Blattstiels von 





1—10Sek, > 10 Min. 


| Fragaria vesca . I—10 , | > 15 Min. 
5 | Epidermis des Stengels | der 
ce er ag 6 —8 ./| >, 
6 Epidermis des Blattstiels von 
Acer platanoides ..... <1 Min. Se 
7 | Blumenblatter von Amygdalus 1 S8td. | > 1 Std. 
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Es scheint, daB auch der Tierorganismus die Fahigkeit, — NO, zu 
NH, zu reduzieren, nicht verloren hat, wenigstens bei Aufnahme von 


Nitrobenzol wird es zum Teil in p-Amidophenol umgewandelt; auch 
aus Nitrobenzaldehyd bildet sich teilweise Acetaminobenzoesiure'). 

Als wir uns die Frage tiber das Verhalten der Pflanzen zum kohlen- 
sauren Ammoniak stellten, diente uns zum Ausgangspunkt die Analogie 
zum Tierorganismus, und unsere Voraussetzung erwies sich als richtig; 
wenn die Grundrisse des Parallelismus immer mehr Bestatigung finden, 
so kénnte man vielleicht in einigen Beziehungen in dieser Frage eine 
weitere Extrapolation von einem Reiche zum anderen sich gestatten 
und z. B. die Frage aufwerfen, ob die Aniisthesie auch in dem Tier- 
organismus solche Steigerung der Ammoniakmenge auf Kosten der 
Harnstoffsynthese in den Ausscheidungen hervorruft, wie es das Toluol 
in den Lupinenkeimlingen nach den Versuchen von W.S. Butkewilsch 
tat, wo das Ammoniak sich parallel mit dem Unterdriicken der Asparagin- 
synthese ansammelte. 

Wenn wir das oben Mitgeteilte zusammenfassen, so kénnen wir 
folgende Hauptziige, die fiir die Bildung von Asparagin und Harnstoff 
gemein sind, unterstreichen. 

Beide genannten Amide sind in ihrer Hauptmasse keine primaren 
Produkte der hydrolytischen EiweiBspaltung, sondern bilden sich auf 
sekundirem Wege, wobei zu ihrer Synthese vor allen Dingen das 
Ammoniak dient, welches durch Oxydation der Aminosiéuren erhalten 
wird ; beide Amide bilden sich auch mit gleicher Leichtigkeit auf Kosten 
des von auBen zugefiihrten Ammoniaks, mit dem selbstverstandlichen 
Unterschied, daB zur Bildung von Asparagin noch ein Rest der un- 
oxydierten Kohlenstoffkette nétig ist, und zur Bildung von Harnstoff 
geniigen Ammoniak und Kohlensiure. Nicht nur die Art, sondern 
auch der physiologische Sinn der Bildung des einen und anderen 
Amids ist vollkkommen gleich — er besteht in der Entgiftung des Ammo- 
niaks, gegen die die héheren Organismen wie im Pflanzenreiche, so 
auch im Tierreiche recht empfindlich sind, und zwar nicht nur bei der 
alkalischen, sondern auch bei der neutralen Reaktion des Mediums. 
Bei den niederen Pflanzen, wie z. B. bei den Schimmelpilzen, geniigt 


Wenn das Ammoniak in allen Fallen rascher in die Zelle drang als 
NaOH und KOH, rascher den Ubergang der Farbung des Anthocyans der 
entsprechenden sauren Reaktion zur entsprechenden alkalischen hervorrief, 
so bekundeten bei dauerndem Einwirken auf die Zelle die Atzlaugen eine 
stirkere Wirkung als das Ammoniak, und die Lésungen von NaOH und 
KOH wiesen eine villige Entfarbung der Zellen gerade zu der Zeit hervor, 
wenn die Zellen in der Lésung von N H,OH ihre violette oder dunkelblaue 
Farbung beibehielten. 

1) Siehe betreffende Literaturhinweise, z. B. Réhmann, Lehrbuch d. 
Biochemie, Berlin 1908, 8. 411 u. 413. 
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schon die Neutralisierung des Ammoniaks durch Bildung von Ox 
siture; dasselbe Verhalten aber zeigen auch die niederen Tiere’). 

DaB bei Mangel an Kohlenhydraten die Pflanzen empfindliche 
gegen Ammoniak werden, ist uns aus dem Umstande verstiindlich, dai 
die Pflanze keinen Harnstoff bilden kann, die Bildung aber von Asya. 
ragin durch den Mangel an Kohlenhydraten erschwert ist; es ist 
gewiB kein Zufall, daB die Fille, in denen die Pflanzen Harnstoff bilden 
kénnen, gerade fiir die Pilze (wie Lycoperdon) konstatiert sind: es 
scheint, daB chlorophyllfreie Pflanzen, die haiufiger den Mangel an 
Kohlenhydraten empfinden, gerade deswegen diese Fahigkeit manchma!| 
beibehalten haben. 

GroBe Ahnlichkeit sehen wir im Verhalten der Pflanzen- und Tier. 
organismen zu den Mineralsiuren (HCl, H,SO,), die die Ammoniak.- 
salze begleiten = die einen sowie die anderen kénnen in diesem Falle 
das zugefiihrte Ammoniak nicht gut zur Synthese des Asparagins 
oder des Harnstoffs ausnutzen, bei gewissen Bedingungen wird sogar 
die Synthese auf Kosten des ,,eigenen“ Ammoniaks gestért. so dal 
endlich die ganze Ammoniakmenge gréBer sein kann, als man dem 
Organismus in Form von (NH,),SO, oder NH,Cl dargeboten hat 

Aber das doppeltkohlensaure Ammonium ist eine sehr gute Form 
in welcher man den Pflanzen das Ammoniak darbieten kann, gleichwie 
es schon friiher fiir die Tierorganismen festgestellt war. 

Es scheint klar zu sein, daB das weitere Schicksal des Asparagins 
und des Harnstoffs ganz verschieden ist: der Harnstoff wird vom 

1) Vgl. Butkewitsch, Umwandlung der Eiwei®stoffe durch die niederen 
Pilze (Jahrb. f. wiss. Bot. 88, H. 2). 

Was das Tierreich betrifft, so finden wir z. B. bei Piitter (Vergleichend 
Physiologie) folgende Angaben: 








Vom GesamtsN der 
Ausscheidungen entfallt auf NH; 





a Re lee Proz. 
CS ae eee 100 
Se aa 62—67 
Ce 4 <6" Sa a 28—38 
CO eee j 33,3 
Tintenfisch..... 18,6 
ee i Sas os 2 25,0 
Ameisenigel .... 7,5 
So ee 43 


Je héher ein Tier seiner Organisation nach steht, eine desto geringere 
unmittelbare Rolle spielt im allgemeinen das Ammoniak unter den Produkten 
des Eiwei®zerfalls, und eine desto gréBere Bedeutung erhalten die Amido- 
(oder Imido-)Gruppen dieser oder jener komplizierten stickstoffhaltigen 
Derivate, die bei verschiedenen Klassen gleichfalls nicht identisch sind. 
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Organismus ausgeschieden, da das Tier keine Okonomie an Stickstoff 
zu machen braucht, weil es denselben reichlich in der Nahrung bekommt, 
und da der Harnstoff keinen unoxydierten Kohlenstoff enthalt, wird 
die Aufgabe der Kalorienersparnis befriedigend gelést; das Asparagin 
hingegen bleibt in den Zellen als Reserveform des Stickstoffs, welcher 
bei reichlicherer Zufuhr von Kohlenhydraten spiterhin zum Aufbau 
beliebiger Komponenten von EiweiBmolekiilen dienen kann. Dieser 
Unterschied hat aber seine prinzipielle Bedeutung verloren, seitdem 
man auch bei den Tierorganismen die Fahigkeit beobachtet hat, das 
Ammoniak mit Keto- und Oxyséuren zu Aminosiuren zu _ binden; 
wenn also das entsprechende stickstofffreie Material vorhanden ist, 
so braucht auch der Tierorganismus das Ammoniak in Form von 
Harnstoff nicht auszuscheiden, sondern kann es von neuem mit den 
unoxydierten Kohlenstoffketten verbinden, wie es gewéhnlich im 
Pflanzenorganismus geschieht. 

Wenn man bisher in den Tierorganismen die Synthese der Mono- 
aminosiuren und nicht der Amide vom Typus des Asparagins und 
Glutamins beobachtet hat, so steht es noch in Frage, wie die Zufuhr 
von passenden Dicarbonsiuren auf den Verlauf der Synthese einwirken 
wird; vielleicht werden auch in diesem Falle Amide der Aminosiuren 
gebildet; jedenfalls ist das nur ein Detail, welches die SchluBfolgerung 
liber die Einheit der allgemeinen Ziige des Stickstoffwechsels bei den 
Pflanzen und den Tieren nicht andert. 








Eine jodometrische Mikrobestimmung des Natriums *). 


Von 


Michael B4lint. 


(Aus dem Laboratorium der I. medizinischen Klinik, der Charité Berlin.) 


(Eingegangen am 12, Juni 1924.) 


Im Sommer 1923 beschaftigte sich unser Laboratorium unter 
Leitung von H. Petow mit der Bindung der Kohlensiure im Blut: 
Es stellte sich bald heraus, daB wir erst dann zum Verstindnis det 
Vorginge gelangen kénnen, wenn wir die Wanderung der Natrium- 
ionen bis in ihre Einzelheiten verfolgt haben. Zu diesem Zweck: 
brauchten wir aber eine Bestimmungsmethode, welche unter 1 Proz 
Fehler zu arbeiten gestattet. 


In der Literatur fanden wir zwar mehrere Wege angegeben, aber keinen 
entsprechenden. Die Ballsche Wismutcisiumnitritmethode, selbst in det 
modifizierten Form von Doisy und Bell (1) ist auBerordentlich schwerfallig, 
und die Fehler sind auch nach den Zahlen der Autoren viel zu groB, 5 bis 
7 Proz. Nicht wesentlich besser ist es mit dem neulich angegebenen Urany! 
magnesiumacetat-Verfahren von Blanchetiére (2), wo besonders bei Gegen 
wart von Phosphaten die Fehler auch bis 8 Proz. steigen. Dagegen arbeitet 
die Pyrostibiatmethode von Kramer und Tisdall (3) viel handlicher, und sie 
liefert auch einigermaBen brauchbare Resultate. Sie ist eigentlich die einzige. 
die auch von anderen Forschern angewendet wurde, obwoh! mehrere [s» 
z. B. Atchley (4) usw.] festgestellt haben, daB sie nicht so gut arbeitet, wi 
die Verfasser es angegeben hatten (2 bis 3 Proz.). Diese Tatsache kénnen 
wir auch bestatigen, die Abweichungen unter den Parallelbestimmungen 
betrugen durchschnittlich 5, sogar manchmal bis 8 Proz. 

Trotzdem wihlten wir — H. Petow und ich — auch das Pyrostibiat als 
Bestimmungsform. Erstens, weil es unter den vorgeschlagenen Verbindungen 
das am schwersten lésliche ist, und zweitens, weil es wegen seines Gehaltes 
an Antimon eine Méglichkeit bot, die urspriinglich gravimetrische Method: 
von Kramer und Tisdall auf Volumetrie umzuarbeiten. Zwei Griinde haben 
uns dazu gefiihrt, statt der gravimetrischen die titrimetrische Bestimmung 
des Niederschlages zu versuchen. Erstens konnte man, wenn das an- 
genommene Verhialtnis Na,O: Sb,O,; = 1: 1 zu Recht besteht, den Wasse: 


1) Auszug aus einer Dissertation. Berlin 1924, 
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alt des Salzes, was bei der Gravimetrie eine ausschlaggebende Rolle 

elt, vollkommen unberiicksichtigt lassen ; und zweitens ist eine Titrimetrie 

mer leichter auszufiihren, besonders wenn man fortlaufende Unter- 

hungen macht. AuBerdem haben wir beobachtet, daB das Natrium 
yvrostibiat, obwohl sehr feinkérnig, doch spezifisch ziemlich schwer ist, 

daB beim Zentrifugieren viel weniger Gefahr eines Verlustes besteht, als 
beim Filtrieren. Zu Anfang haben die Resultate unsere Hoffnungen voll- 
standig erfiillt. Unsere damalige (Sommer 1923) Methode war fast identisch 
mit derjenigen, welche von H. Miiller (5) publiziert wurde, mit dem einzigen 
Unterschied, da8 wir 0,5cem Serum, bzw. leccm 0,05n NaCl und dem- 
entsprechend von allen Reagenzien mehr genommen haben. Die Werte 
waren gut, und ich kann die Angaben von H. Miiller bestatigen, daB solche 
Ubereinstimmung, wie er sie beschrieben hat, zu erzielen ist. Aber nicht 
immer. Es mehrten sich langsam die Fille, wo die Differenz zwischen den 
Parallelbestimmungen bis zu 5 Proz. wuchs, und was noch befremdender 
war, trotz aller Vorsicht zeigten sich auch die Mittelwerte hin und wieder 
bis zu 5 bis 6 Proz. zu hoch oder zu niedrig. Ich iibernahm dann die Aufgabe, 
den Sachverhalt aufzuklaren. Da wir eigentlich alle Reagenzien aus der 
Literatur entnommen haben, war es mir vollkommen klar, daB ich jeden 
Schritt in der Methode fiir sich untersuchen muBte, wollte ich alle Fehler- 
quellen beseitigen. 

1. Ich begann mit der Waschjliissigkeit. Sie sollte das Natriumsalz 
méglichst wenig lésen, das Kaliumsalz dagegen méglichst gut. Es 
stellte sich heraus, daB der bisher benutzte 30proz. Alkohol nur der 
zweiten Forderung entspricht. Da ich bemerkt habe, daB der Alkohol 
manchmal deutlich sauer reagierte, habe ich auch die Wirkung von 
KOH bzw. NH,-Zusatz untersucht. Meine Zahlen (Kolonne 4) sind 
mit der alteren von Beilstein und von Blédse (6) (Kolonne 2) und von 
Tomula (7) (Kolonne 3) in der Tabelle I zusammengestellt. 


Tabelle I. 





Lésungsmittel Beilstein u. Blise Tomula Balint 


Sc 4 2 «<1 28,0 51,0 67,7 — 
15.8 Proz. Alkohol. . 11,7 — — 

20,0 ¥ dia — 10.7 13.6 — 
25.5 5 — — 
30.0 f — ‘ 58 
33,0 oe 34 54 —_ 
40.0 : — ‘ 19 2, 
50.0 ae 0.1 04 ; ' 1,6 l, 
60.0 lake 


” 
” 
7 


Die Zahlen bedeuten Milligramm Na pro Liter. Die Messungen von 
Beilstein und Bldse und von mir erfolgten bei Zimmertemperatur. Die von 
Tomula der Reihe nach bei 18°, 25° bzw. 33,5°. Die erste Reihe meiner Zahlen 
bezieht sich auf neutralen, die zweite mit Kalilauge, die dritte mit N H, 
alkalisierten Alkoho]l. Der Zusatz betrug 2ccm 2n Lésung auf 100 cem 
verdiinnten Alkohols. Die Daten von Beilstein und Bldése und von Tomula 
wurden mit Hilfe des Faktors 11,08 auf Milligramm Na umgerechnet. 
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In leem 0,05n Na, welche Menge bei meinen Untersuchung 
die tibliche war, ist 1,15 mg Na enthalten. Man verwendet im Dur 
schnitt 6 bis 8 cem Waschfliissigkeit; der hierdurch verursachte Fe! 
wire bei: 


Tabelle II. 





30 Proz. Alkohol . . 0,037—50 mg 3,2—4,4 Proz. 
. A ih 0,017—22 , 15—19 , 
ee a a 0,008—10 , 0,.7—0,9 

60 ‘ % 0,005—06 , 0,4—0,6 


Diese Zahlen dirften in der Tat etwas, und zwar um ein Dritte! 
weniger ins Gewicht fallen, da bei der ersten Waschung noch geniigend 
Reagens vorhanden ist, um die Léslichkeit des Natriumsalzes zuriick- 
zudringen. Immerhin bedingt das Auswaschen mit 30proz. Alkoho! 
etwa 1 bis 3 Proz. niedrigere Werte, ist also nicht brauchbar. Wi 
weit man mit der Konzentration des Waschalkohols gehen kann, hing 
von der Léslichkeit des Kaliumsalzes ab. Es darf auch von grolen 
Mengen der Waschfliissigkeit nicht gefillt werden. Es stellte sich 
heraus, daB 1 cem des Reagens von 5cem 50proz. Alkohol noch nicht 
gefaillt wurde, dagegen triibte es sich stark beim Zusatz von 5 ccm 
60proz. Alkohol. Es blieb noch die Frage offen, ob diese Konzen- 
tration noch geniigende Léslichkeit fiir das Kaliumsalz besitzt. Nach 
meinen Versuchen lést 50proz. neutraler Alkohol 4,160 g Kaliumsalz 
pro Liter, dagegen alkalischer Alkohol (0,04 n KOH) nur 3,540. Wenn 
man das titrierbare Antimon der Lésung auf M'lligramm Na umrechnet 
bekommt man 354 bzw. 297 mg pro Liter. Wenn man diese Zahlen 
mit denen der Tabelle I vergleicht, so sieht man, daB die Léslichkeiten 
des Kalium- und des Natriumsalzes wie 272:1 in neutralem bzw 
187 : 1 in alkalischem Alkohol sich verhalten. Daraus folgt, daB 50 proz 
neutraler Alkohol sich am besten als Waschfliissigkeit eignet. Methy!- 
alkohol habe ich nicht untersucht, da er nach den Daten von Tomula 
keine Vorteile gegentiber dem Athylalkohol bietet. Wie wichtig es war 
eine geeignetere Waschfliissigkeit als den 30proz. Alkohol zu finden, 
zeigt Tabelle III, die angibt, wieviel Prozent der theoretischen 
Natriummenge bei Anwendung der verschiedenen Waschfliissigkeiten 
wiedergefunden wurden. 

















Tabelle III. 

Ausgveien mit iz 3 proz. Alkohol ri : ‘apne. Alkohol 530 proz. Alkoho! 
3x 2eem 100.0 Proz. 100.2 Proz. 103,7 Proz. 
3x4, —_ — . 1033 , ° 
4x2, 988 , —_ =! 103,4 , 
5x2 , — - 966 . 103,1 
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Wir sehen, daB bei 50proz. Alkohol es kaum etwas ausmacht, 
b man den Niederschlag drei-, vier- oder fiinfmal mit 2 oder 4 cem 
suswischt. Dagegen andert sich der gefundene Wert bei den anderen 
Verdiinnungen stark mit der Menge der Waschfliissigkeit. Oben haben 
wir ausgerechnet, daB der Fehler, verursacht durch die Anwendung 
von 30proz. Alkohol als Waschfliissigkeit, etwa 3 Proz. ist. Hier finden 
wir dies bestatigt. Merkwiirdig ist es nur, daB die gut iibereinstimmenden 
Werte, welche mit dem 50proz. Alkohol erhalten wurden, alle um 
} bis 4 Proz. zu hoch liegen. Dies kann erst spiiter erklirt werden. 
Interessant ist es, daB dreimaliges Auswaschen mit je 2 ccm 30proz. 
Alkohol eben 100 Proz. liefert. Dieser Umstand klirt auf, wie Kramer 
und Tisdall, Richter-Quittner (8) und H. Miiller zu ihren Methoden 
kamen. Wir werden aber gemahnt, nach einer anderen, entgegen- 
gesetzt wirkenden Fehlerquelle zu suchen, die unter giinstigen Ver- 
hiltnissen den Verlust durch den Waschalkohol eben wettmachen kann. 

2. Nun priifte ich die Wirkung des zur Fdllung verwendeten Alkohols. 
Kramer und Tisdall geben ein Viertel, Richter-Quittner und H. Miiller 
ein Fiinftel des Volumens an 95proz. Alkohol zu. Nach diesen Angaben 
wiirde man erwarten, daB etwas mehr oder weniger an Alkohol nichts 
schadet. Dies ist nun nicht der Fall. Mit einem jeden Zehntel Kubik 
zentimeter Alkohol wachst auch die ausgefallene und durch dreimaliges 
Auswaschen nicht wegzulésende Menge des Pyrostibiates. Das Tempo 
der Zunahme ist selbstverstindlich bei héheren Konzentrationen am 
gréBten. Ich habe also verdiinntere Alkohollésungen untersucht. 
Dabei stellte es sich heraus, daB ohne Alkohol die Werte zu niedrig 
ausfallen, mit steigenden Mengen desselben wachsen und schlieBlich 
die Theorie tiberschreiten. Bei der weiteren Untersuchung kam eine 
merkwiirdige Tatsache zutage. Von 60proz. Alkohol aufwirts konnte 
man bei bestimmten Mengen des zugesetzten Alkohols einen deutlichen 
Stillstand der Zunahme konstatieren. Seltsam war es, daB dieser 
Stillstand nicht bei dem theoretischen Werte 100 Proz. Natrium eintrat, 
sondern etwas héher, bei etwa 103 bis 104 Proz. (Ich bringe nicht 
die Zahlen der Originalversuche, gebe aber statt dessen an, und zwar 
in Prozenten der tatsaichlich angewandten Natriummenge ausgedriickt, 
wieviel Natrium aus dem titrierten Jod berechnet werden wiirde, 
wenn wir annehmen, daB ein Aquivalent Natrium zwei Aquivalente 
Antimon und folglich auch zwei Aquivalente Jod frei macht, s. Punkt 8). 
Zur Illustration soll Tabelle IV dienen. 

Man ersieht aus der Tabelle, daB mit a Alkohol, selbst wenn 
er a& zugegeben wurde, der theoretische Wert nicht zu erreichen war. 
Der oben erwihnte Stillstand tritt mit 60proz. Alkohol bei 3,4 ccm 
mit 70proz. bei 2,3ccm, mit 80proz. bei 2,0ccm ein. Mit 90proz. 
Alkohol ist er nur wenig ausgepriigt. Der an dieser Stelle gefundene 

28° 
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Tabelle 1V. 





50 proz. Alkohol | Gef. Proz. 60 proz. Alkobol Gef. Proz. 70 proz. Alkohol Get. Proz 


2,0 cem 89.9 2.6 cem 99.5 14 ecm 96.8 
a3 90,5 | i= 100.5 eee 97.7 
i 91.7 a 101.3 oe 99.7 
40 . 92,2 32 , 102,0 19 " 100.3 
5&0 ,. 92,7 34 103,6 25 . 101.1 
GF . 93.6 an ~ 104,0 2,1 “ 102.4 
38 . 104,2 2,3 ‘ 03.0 
80 proz. Alkohol Gef. Proz. 40 a 6 - io 6 
1.9 cem 101.8 24 as 103.5 
20 , 103.6 9 proz. Alkohol | Gef. Proz. 25 a 105.5 
ae 104,0 1,5 cem 99,1 275 . 107.2 
+) a 105,1 ad 101.5 
ne « 107,0 a 103.0 
- = 105,1 


Wert ist 103 bis 104 Proz. des theoretischen. Berechnet man, wievie! 
Prozent Alkohol in diesen Konzentrationen enthalten sind, so bekommt 


man Tabelle V. 
Tabelle V. 





Endkonzentration 


Alkohol Proz. _Stillstand bei yo. 
60 3,4—-3,.8cem | 21,3—23,4 Proz. 
70 2,.2—24 , | 18,3—20,2 
80 20—2,1 , | 20,2—21.0 


Das heiBt, die notwendige Konzentration schwankt um 20 Proz 
Folglich ist die Vorschrift von Kramer und Tisdall besser, die ein Vierte! 
des Volumens an 95proz. Alkohol zugeben lassen, was einer End- 
konzentration von 19,0 Proz. entspricht. 

Es wurde also klar, daB statt des konzentrierten verdiinnter Alkoho! 
angewandt werden mu8, und zwar nicht nur aus dem Grunde, weil 
bei dem verdiinnten Alkohol eine Zone des Stillstandes vorhanden 
ist, also ein kleiner Fehler bei der Abmessung desselben keine schadliche 
Wirkung ausiiben muB, wie es bei dem konzentrierten der Fall ist 
sondern auch aus einem anderen. Ich habe namlich beobachtet, dai 
beim etwas schnelleren Einlaufenlassen des Alkohols oder beim weniger 
intensiven Riihren auf Momente eine milchige Triibung entstand 
Diese Triibung, wenn man sie einmal gesehen hat, ist sehr leicht von 
der manchmal auch sehr feinkérnigen Natriumausfallung zu unter- 
scheiden. Ihre Ursache ist die lokale Uberschreitung der fiir das Kalium- 
pyrostibiat zulissigen Alkoholkonzentration an der Einlaufstel| 
Obwohl sie beim Umrihren spurlos verschwindet, fielen die betreffenden 
Proben immer aus der Reihe, und zwar war der Wert zu hoch; sicher 
deshalb, weil das ausgefillte Kaliumpyrostibiat nicht vollkommen 
auszuwaschen war. Selbstverstindlich ist diese Gefahr der Uber- 
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.chreitung bei konzentriertem Alkohol viel gréBer als bei einem ver- 
diinnteren. Die Vorteile des verdiinnten Alkohols sind also augen- 
scheinlich, es blieb aber noch unentschieden, wie weit er verdiinnt 
sein soll. Ich habe mich aus dem Grunde entschlossen, 80proz. zu 
benutzen, weil die zu verwendende Menge desselben zufallig 2,0 ccm 
ist. Vollpipetten von diesem Volumen sind in jedem Laboratorium 
vorhanden, und so kann man den Gebrauch der 5-ccm-MeBpipetten 
umgehen, bei denen exaktes Arbeiten nur bei der allergréBten Vorsicht 
méglich ist. Ich weiB, daB bei einer gréBeren Verdiinnung die Zone 
des Stillstandes breiter ist, aber lieber habe ich auf diesen Vorteil ver- 
zichtet, weil ich damit auch die MeBpipetten mit in den Kauf nehmen 
miBte. 

Zuerst wuBte ich mit meinem Resultat nichts anzufangen. Ich dachte 
mir, daB trotz der eingehenden Untersuchung der Waschfliissigkeit doch 
diese die Schuld triige. Daher versuchte ich viermal zu waschen, und als 
es nicht zum Ziele fiihrte, das erste Waschwasser verdiinnter zu nehmen. 
Ich glaubte, daB eventuell bei Anwesenheit eines Niederschlages doch aus 
dem Reagens etwas ausgefallt wird, obwohl beim ZusammengieBen von | ccm 
Reagens und 5ccm 50proz. Alkohol die Fliissigkeit trotz Reibens absolut 
klar blieb. Aber alles half nichts. 

3. Zuletzt kam ich auf einen Gedanken: vielleicht enthilt der 
Niederschlag immer etwas Kaliumsalz, und zwar nicht an Stelle des 
Natriums, das, wie ich mich gleich tiberzeugen konnte, vollkommen 
ausgefallt wurde, sondern noch auBerdem. Um dies nachzuweisen, 
stellte ich durch ZusammengieBen von NaCl und _ iiberschiissigem 
teagens eine gréBere Menge des Natriumsalzes, und zwar ohne Alkohol 
zusatz, her, wusch es 1l5mal griindlichst mit einer verhiltnismabig 
groBen Menge von Wasser durch Dekantation und brachte es schlieBlich 
auf das Filter. Lufttrocken wurde es analysiert. Die Tabelle VI bringt 
meine Zahlen und zugleich eine Reihe derselben aus der Literatur. 
Ich habe diejenigen ausgewahlt, welche die gréBten Abweichungen 
untereinander zeigten. Die tibrigen fallen alle zwischen die mitgeteilten. 
Nur die Zahlen von Frémy (9) habe ich unberiicksichtigt gelassen. 


Tabelle VI. 





A, | Ae | Ac || B | Be | Be : G | Gi D E 


NaO. . . . | 12,16 | 12,61 | 12,30 12,46 | 12,43 | 12,66 || 12,77 | 12,73 | 12,59 | 12,51 |) 12,13 || 12,45 
SbjO5 . « « || 63,07 | 62,97 | 63,38 ||65,26 | 64,75 | 64,64 63,20 | 63,73 | 63,81 63,61 62,75 | 63,10 
NagO:Sb,O5 || 0,996; 1,035) 1,019) 0,987) 0,992) 1,012)) 1,044) 1,032) 1,020 1,016 0,983) 1,020 


A}~—3 gefallt bei Zimmertemperatur, B;—3 bei Siedehitze; Analysen 
von Knorre und Olschewsky (10); C;4 von Heffter (11); D von Jander (12); 
E meine eigene. 


Wenn wir zuerst von der Reihe B absehen (diese Salze wurden 
bei Siedehitze gefiallt), fallt sofort etwas auf: Mit Ausnahme von A, 
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und D ist bei allen das Verhiltnis Na,O: Sb,O,; mehr als 1:1, wu 

zwar so viel mehr, daB es die Versuchsfehler sicher iibersteigt. LD 

Ursache dieser Abweichung kann nur die sein, daB das Alkali der Ve: 
bindung nicht nur aus Natrium besteht, sondern darin, neben de: 

Natrium noch ein schwereres Element, wahrscheinlich das Kalium 
auch enthalten ist. Hier finden wir also, und zwar auf ganz verschic. 
denem Wege, dasselbe, was ich bei der Alkoholfaillung beobachte' 
habe. Nun, ich habe das Alkalichlorid auf Kalium gepriift und eine 
starke Reaktion bekommen. Die Menge des Kaliums lieB sich auch 
bestimmen, und zwar einmal zu 2,92, das andere Mal zu 3,14 Proz 
des vorhandenen Gesamtalkalis. 

Wenn wir annehmen, daB das Alkali des sogenannten Natrium- 
pyrostibiats zum Teil, und zwar zu etwa 3 Proz. aus Kalium besteht, 
und nun berechnen, wieviel Alkalioxyd, alles als Na,O gerechnet, auf 
3 Proz. K,O + 97 Proz. Na, O 

100 Proz. Na, O 
also eine Zahl, die mit den meisten der obigen gut iibereinstimm' 
Mit diesen 3 Proz. Kalium ist der ritselhafte UberschuB, der bei der 
Alkoholausfaillung festgestellt wurde, erklirt. 

Das abweichende Verhalten der Gruppe B ]48t sich aus dem Umstande 
erklaren, daB das Salz in der Siedehitze gefallt wurde, also andere Teilchen- 
gréBe besitzt. Dies, wie iibrigens alle Ergebnisse meiner Arbeit, kénnen 
auch als eine Stiitze der Janderschen Theorie dienen, nach der die Salze 
der Antimonsiuren eigentlich Adsorptionsverbindungen seien; ich mui 
nur hinzufiigen: mit deutlicher Bevorzugung der Pyrostruktur, was ich 
trotz der Behauptungen Tomulas aufrecht erhalten méchte. Wegen der 
Einzelheiten muB8 ich auf meine Dissertation verweisen. 

4. Die Herstellung des Reagens zu priifen, war die komplizierteste 
Aufgabe der Arbeit. Die Vorschrift von Kramer und Tisdall, die dann 
auch von H. Miiller und Richter-Quittner unverindert tibernommen 
wurde, ist folgende: In 500 cem kochendem Wasser werden 10 g Kalium- 
pyrostibiat eingetragen. 2 bis 3 Minuten gekocht, schnell abgekihlt 
und dann licem 10proz. KOH zugegossen. Warum sie diese kom- 
plizierte Prozedur vornehmen lassen, haben sie nicht mitgeteilt. Ich 
muBte also jede Handlung einzeln untersuchen, um ihre Wirkung 
kennenzulernen. Ich verfuhr folgendermaBen: Die betreffende Handlung 
wurde allein variiert und so Reihen von Reagenzien hergestellt, dic 
dann zur Bestimmung von bekannten Natriummengen verwendet 
wurden. Die Reagenzien, mit welchen eine gute Ubereinstimmung 
nicht zu erzielen war, schieden aus. Bei den anderen habe ich den 
Mittelwert berechnet und diesen in Prozenten des Sollwertes aus- 
gedriickt. Diese Zahlen sind in den folgenden Tabellen aufgefiihrt 

a) Ich fing mit dem Zrhitzen an. Es stellte sich heraus, da das 
Auflésen des Kaliumsalzes unter 100° ein unbrauchbares Reagen- 
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licfert; bei 100° aufgelést, gibt es zwar tibereinstimmende, aber etwas 
zu hohe Werte; dagegen richtige, wenn es 5 Minuten lang gekocht 
wurde. Eine Ausdehnung dieser Zeit auf 10 Minuten schadete nichts, 
dagegen bekam man wieder unbrauchbare Resultate, wenn man 
2) Minuten lang kochte (Tabelle VII). 


Tabelle VII. 





Gefunden 
Proz. 


Aufgelést unter 95° ........ _— 
Aufgelést bei 95—100®°. ...... 105,1 
Gekocht 5 Minuten lang ..... 103.8 
10 ‘ tae ee a 103,7 


20 cus 


b) Dann kam die Kalilaugenkonzentration an die Reihe. Je 50 ccm 
einer 2proz. Kaliumpyrostibiatlésung, welche 5 Minuten lang gekocht 
wurde, habe ich der Reihe nach mit 0,5, 1,0, 1,5 usw. cem 2n KOH 
versetzt, filtriert, tiber Nacht stehen gelassen und dann auf ihre Brauch- 
parkeit geprift. Von 0,5ccm an wichst die titrierte Antimonmenge 
bis zu 2,5cem, von dort fallt sie wieder ab, wie es die Tabelle VIII 
zeigt. Folglich, da alle biologischen Flissigkeiten ziemlich gepuffert 
sind, empfiehlt es sich die héchsterlaubte Konzentration, also 1,5 cem 
2n KOH auf 50ccm zu nehmen. Wenn die Alkalinitat infolge der 
Pufferung auch etwas sinkt, wird es in dieser Konzentration am 
wenigsten schidlich wirken. 

c) Der EinfluB der Pyrostibiatkonzentration ist dem der KOH 
ihnlich, nur umgekehrt. Das heiBt, es fallt bei den Proben, welche mit 
den niedrigsten Konzentrationen des Pyrostibiats angesetzt waren, 
zuerst viel aus, dann mit steigender Konzentration immer weniger; 
die ausgefallte Menge erreicht ein Minimum und steigt dann wiederum 
rasch an. Um das Minimum herum gibt es eine Zone, wo das aus- 
gefillte, titrierbare Antimon mit der Konzentration sich nur wenig 
indert. Die Zone ist ziemlich breit, sie erstreckt sich von 1,5 bis 3,0 Proz. 
Ich wich deshalb von der schon eingebiirgerten Konzentration, 10 g 
Kaliumpyrostibiat auf 500 ccm Wasser (2 Proz.), nicht ab. Diese 
Lisung ist etwas verdiinnter als #/,,n (genau '/,;,,n) fir Natrium, 
d. h. 5 cem geniigen reichlich, um 1 cem 0,2 n oder 5 bis 6 mg Natrium 
auszufiallen. 

d) Eine Erklarung fiir dieses sonderbare Verhalten kann ich nicht geben, 
will nur diese Tatsache mit einer anderen Beobachtungsreihe zusammen- 
stellen. Ich bestimmte, um ein MaB fiir die Hydrolyse zu gewinnen, in 
welcher ich die Ursache dieser Erscheinungen vermute, die Wasserstoffionen- 
konzentration der Lésungen. Alle Messungen erfolgten an der Gaskette mit 
der Kompensationsmethode. Als ElektrodengefiBe habe ich die Hasselbalch- 
Michaelisschen Durchstrémungselektroden verwendet. Bei der Stibiat- 
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Tabelle VIII. 





KOH Gefunden 


com Proz. Pu 
05 102.7 _— 
1,0 103.4 10,48 
15 103.9 12,32 
2.0 105,1 12,58 
2,5 106.5 12,91 
3,0 103,9 | 13,10 
3.5 016 = 


und Kalilaugenreihe habe ich die fertigen Lésungen zur py-Bestimmun, 
genommen. Die erste Reihe — Erhitzen — lieferte unter diesen Umstanden 
fast gleichbleibende Werte, deshalb habe ich die Pyrostibiatlésungen nach 
dem Abkiihlen sofort, d. h. ohne KOH-Zusatz, gemessen. Diese Datey 
sind in der Tabelle X enthalten, diejenigen der anderen beiden Reihen in 
den Tabellen VIII und IX. 








Tabelle IX. 
Stibiat Gefunden Pp 
Proz. | _Proz. al - 
1,0 104,6 12,14 
15 103,0 12,18 
2.0 102,9 12,32 
2.5 102.8 12,27 
3,0 102,7 12,10 
35 104.1 | 12,08 
Tabelle X. 
et Pu 
Aufgelést bei 75—80° ....... 7,30 
a po RE ees wie 4 7,26 
_ — 32 aera 6,83 
Gekocht 10 Minuten lang ..... 6,74 
e 20 s iS ge ela 8,04 
30 » eo Se 9,02 


Man ersieht aus den Daten, daB das Erhitzen einen eigenartigen Einf)! 
ausiibt. Der Wasserstoffexponent geht zuerst langsamer, dann schnelle: 
zuriick, erreicht ein Minimum und steigt dann sehr rasch in die Hohe 
Erklaren kann ich diesen Sachverhalt, besonders die anfingliche Abnahn« 
des py nicht, will nur die Parallelitaét mit den Natriumbestimmungen 
unterstreichen. Das Gebiet, in dem das Minimum in der p,-Reihe auftritt, 
ist fiir die Reaktion brauchbar; vor und nach dieser Zone geben die Lésungen 
sehr schlecht iibereinstimmende Resultate. Ebenso auffallend ist die 
Parallelitat in der Tabelle LX. Mit wachsender Stibiatkonzentration waichst 
auch der Wasserstoffexponent, erreicht ein Maximum dort, wo die fur 
die Natriumbestimmung brauchbaren Konzentrationen liegen, und fill! 
dann wieder ab. Der EinfluB der KOH war vorauszusehen, mit wachsender 
Menge des Zusatzes wiichst auch die py. Es scheint auch hier bei 1,5 und 
2,0 ein relativer Grenzwert zu liegen, aber auf Feinheiten méchte ich kei 
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Theorie basieren, da die Messungen nicht sehr exakt durchfiihrbar waren, 
vahrscheinlich deshalb, weil das Pyrostibiat sich mit dem Glase umgesetzt 
t. Um brauchbare Werte zu bekommen, muBte man rasch arbeiten. 
Nach 40minutigem Verweilen der Lésung in der Elektrode gehen die 
Resultate ganz durcheinander. Eben deshalb muBte ich von der Aufnahme 
m Titrationskurven Abstand nehmen. So viel ist aber sicher, daB in allen 
drei Reihen diejenigen Konzentrationen fiir die Natriumbestimmung 
brauchbar sind, bei welchen die p,-Kurve einen Randwert hat (Erhitzen, 
Stibiatkonzentration) oder zu haben scheint (Kalilauge). 

So wurde die Herstellung des Reagens festgestellt. Meine Vor- 
schrift weicht nur in zwei Punkten von derjenigen von Kramer und 
Tisdall ab: Erstens, daB ich statt 10 Proz. 2n KOH nehme und dab 
ich etwas weiter kochen lasse, und zwar 4 bis 6 Minuten lang. Ich 
verfahre folgendermaBen: 1000 ccm destilliertes Wasser werden in 
einem Jenenser Kolben (14% bis 2 Liter) zum Sieden erhitzt, dann 
mit 20 g Kaliumpyrostibiat versetzt und 4 bis 6 Minuten (nicht langer/) 
sieden gelassen. Nachher unter der Wasserleitung rasch abgekihlt, 
30cem 2n KOH puriss. zugegossen und durch ein aschefreies Filter 
in eine paraffinierte Flasche filtriert. ZweckmiBigerweise wird auch 
die Kalilauge in einer paraffinierten Flasche aufgehoben. Nach 
24stiindigem Stehen ist das Reagens gebrauchsfertig. Ich bemerke 
gleich, daB es ziemlich haltbar ist ; ich habe eine Flasche nach 2 monatigem 
Stehen gepriift, und sie lieferte ganz genaue Resultate, vielleicht etwas 
zu niedrig: statt der allgemeinen 103 bis 104 nur 102,6 Proz. Der 
Unterschied liegt eben an der Grenze der Versuchsfehler. 


5. Die Anstellung der Reaktion. lecm der zu untersuchenden 
Lésung, im allgemeinen 0,05 n NaCl, wird mit 5 ccm Reagens versetzt 
In der Zeit, wo ich gedacht habe, daB das Kalium mechanisch mit- 
gerissen wird, war ich bestrebt gewesen, den Niederschlag méglichst 
spat, dann aber rasch auszufillen, in dem Glauben, daB das sehr fein 
ausfallende Natriumsalz nichts von der Mutterlauge einschlieBen kann. 
Spater bin ich davon abgekommen, als ich die feste Bindung des Kaliums 
einsah, und nun arbeite ich so, daB ich die zusammengegossene Natrium- 
lésung und Reagens mit einem Glasstab energisch riihre, bis sich ein 
sehr feinkérniger Niederschlag abscheidet und die Flissigkeit absolut 
undurchsichtig geworden ist. Dies benétigt etwa 1 bis 2 Minuten Zeit; 
sollte dieser Zeitpunkt schon friiher eintreffen (besonders bei konzen- 
trierten Lésungen von Natrium), so unterbreche ich doch das Rihren 
nicht vor 34 Minuten. Nun werden 2 cem 80proz. Alkohol tropjenweise 
unter bestiindigem Riihren zugegeben. Sollte dabei infolge des alizu 
schnellen Einlaufenlassens eine milchige Triibung, wenn auch nur fir 
Bruchteile von Sekunden entstehen, so ist die Probe unbrauchbar 
geworden und auszugieBen. Das hierdurch ausgefallte Kaliumpyro- 
stibiat l4Bt sich nur in den seltensten Fallen vollkommen auswaschen 
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Nun reibe ich den Glasstab an den Wiinden des Glases gut ab und ge! 
mit demselben zum nichsten Glase iiber. Langsam beschliigt sic| 
der Stab mit einem ziemlich festhaftenden Niederschlag, nichtsdest 
weniger arbeite man ruhig weiter. Auch zum Aufwirbeln des Niede:. 
schlages und zum Abreiben der Wiinde des Glases beim Auswaschv 
nehme man denselben Stab, und man wird bemerken, daB der Sta} 
langsam immer reiner und schlieBlich ganz blank wird. Dieses Ver- 
fahren verursacht keinen merklichen Fehler, obwohl es sehr gefahrlich 
aussieht. Ich habe auch versucht, das Riihren zu umgehen, indem ich 
beim Alkoholzusatz das Glas dauernd schiittelte, bin aber davon ab. 
gekommen, weil die Resultate absolut unzuverléBlich wurden. 

Die Glaser werden dann 34 bis 1 Stunde stehengelassen. 

Noch etwas muB ich hier erwaihnen, und das ist der EinfluB des 
Volumens. Da der Fillungsalkohol auf lccm Natriumlésung und 
5cem Reagens bestimmt wurde, muB dieses Volumen unbedingt ein- 
gehalten werden. Da8 man nicht mehr nehmen kann, versteht sich 
von selbst, weil dann der Alkohol eben nicht mehr ausreicht, aber 
auch nicht weniger. Sollte die Natriumlésung zu konzentriert sein, 
so nehme man einen Bruchteil von 1 ccm, fille aber am besten im 
Glase selbst mit Wasser auf 1 ccm auf. Aus demselben Grunde dart 
zu dem Inhalt der Glaser nichts (weder Alkohol noch Reagens) zum 
Austarieren zugegossen werden. Man mu8 entweder mdglichst gleich: 
Glaser verwenden oder in die Hiilsen derselben Watte oder Zellstoff 
und dergleichen einstopfen, um gleiche Belastung zu haben. Es braucht 
nur beim ersten Zentrifugieren so streng verfahren zu werden, bei 
den eigentlichen Auswaschungen ist selbst das doppelte Volumen 
nicht schadlich. 

6. Das Auswaschen. Den-Gebrauch des Stabes habe ich schon 
erwihnt. Es empfiehlt sich, die Waschfliissigkeit so einzufiillen, dal 
sie an den Wanden des Glases herunterrieselt, dann zuerst mit dem 
Stabe die Wande gut abzureiben und zuletzt den Niederschlag, und 
zwar griindlichst, durchzurihren. Das Zentrifugieren geht sehr schnell 
bei 3000 Umdrehungen geniigt es, den Motor langsam einzuschalten 
und dann die Zentrifuge auslaufen zu lassen. Sollte sie sehr schnell 
stehen bleiben, wie einige neuere Konstruktionen, so muB sie ent- 
sprechend linger unter Strom laufen. 

Das Abhebern geschieht am besten mit einer an die Wasserstrahl. 
luftpumpe angeschlossenen, nicht zu engen Kapillare, deren Enc 
umgebogen wird, und zwar nach der Mitte des Glases zu. Hierbe: 
bleibt etwas mehr Filiissigkeit im Glase zuriick, aber die Gefahr eine- 
Verlustes wird wesentlich vermindert. Man mu8 Sorge tragen, dir 
Wiinde des Glases, besonders beim ersten Abhebern, mit der Kapillare 
nicht zu berithren, da etwas vom Niederschlag an ihnen haftet. Spater 
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wenn man sie mit dem Glasstabe abgerieben hat, kann man etwas 
schneller arbeiten. 
Die Proben sind dreimal mit je 2 cem 50 proz. Alkohol auszuwaschen, 


7. Die Titration. Hier muB ich die schénen, aber kaum bemerkten 
Untersuchungen von Kolb und Formhals (13) erwihnen. Sie haben ge- 
funden, daB fiinfwertiges Antimon sich unter bestimmten Umstinden 
quantitativ mit KJ umsetzt. Auf Grund ihrer Untersuchungen haben sie 
eine Methode zur jodometrischen Titration desselben ausgearbeitet. Thre 
Resultate kann ich in folgendem zusammenfassen: 

Vorausgesetzt, daB alles Antimon in der Form von Pentachlorid vor 
handen ist (also kein Oxychlorid), was durch geeignete Vorbehandlung zu 
erreichen ist, stellt sich beim Ans&éuern und KJ-Zusatz jedesmal ein Gleich 
gewicht ein. Dies ist hauptsichlich von der Konzentration der Siiure und 
des Jodids abhangig, und zwar so, daB bei bestimmter Siiurekonzentration 
die ausgeschiedene Jodmenge mit der Konzentration des Jodids und ebenso 
bei feststehender Jodidkonzentration mit der Konzentration der Séure 
zunimmt. AuBerdem vermehrt auch ein Zusatz von Chloridionen das 
titrierbare Jod, dagegen wirken Erhéhung der Temperatur, Verdiinnung 
und Weinséurezusatz vermindernd. Kolb und Formhals bringen folgende 
Erklarung des Sachverhalts: Sind geniigend H-Ionen vorhanden, so ist 
alles Antimon als SbCl, in Lésung, also gelten die Gleichungen: 

SbCl, == Sb” + 5CrI’ (1) 

Wenn die Cl'-Konzentration geniigend hoch ist, so wird die Dissoziation 
zuriickgedriangt, das Gleichgewicht also nach links verschoben. Da zwei 
Chloratome lockerer gebunden sind als die iibrigen, ist es berechtigt, die 
Gleichung so zu schreiben: 

SbCl,.Cl, + 2 J’ == SbCl,. J, + 2C!’ 
und schlieBlich: 
SbCl,. J, == SbCl, + J. 

Der giinstige Einflu8 des Chloridzusatzes und der ungiinstige det 
Verdiinnung folgt aus Gleichung (1); ebenso der der H-lonenkonzentration. 
Die Wirkung der Jodidionen geschieht dagegen nach Gleichung (2). Dab 
es sich um ein Gleichgewicht handelt, konnten Kolb und Formhals auch so 
bestatigen, daB sie es von der anderen Seite herstellten, indem sie berechnete 
Mengen SbC1,, J, usw. zusammenbrachten. Diese Verhiltnisse hat H. Miler, 
der anscheinend die Arbeiten von Kolb und Formhals nicht kannte, be 
staétigen kénnen. Ich habe sie auch erst wihrend meiner Arbeit aufgefunden, 
und unabhingig von ihnen bin ich zu denselben Resultaten gekommen. 


Es muB8 also geniigend, und zwar iiberschiissiges KJ und Salz- 
siure vorhanden sein, damit das Gleichgewicht quantitativ nach rechts 
verschoben wird. Kolb und Formhals nehmen 20 bis 25ccm HCl 
(dq = 1,125) und 0,5 bis 10g KJ auf 100cem Anfangsvolumen, was 
bei etwa 20 bis 30 ccm Verbrauch an Thiosulfat das Anderthalb- bis 
Dreifache der Theorie an KJ und 4 bis 6 Proz. HCl im Endvolumen 
entspricht. H. Miiller nimmt fiir 0,l ccm Serum lecem HCl, | ccm 
2proz. KJ, 2ccm Wasser und titriert mit 0,01 n Lésung, was einem 
Verbrauch von 2,0 bis 2,8 cem entspricht. Die Endkonzentration det 
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Saure ist 3,5 bis 4,5 Proz., KJ ist etwa fiinffach mehr als theoretisc) 
Ich habe, um mit dem teueren KJ zu sparen, verhiltnismaBig v\c! 
Saiure genommen, und zwar 1,5 bis 2,0cem konzentrierte HC] und 
etwa 2 ccm 2proz. KJ auf 1,0 cem 0,05 n Na oder 0,5 com Serumase}y 
Titriert habe ich mit 0,02 n Thiosulfat, der Verbrauch war also 5 | 
8 ecm, und die Endkonzentration der Saéure 4,5 bis 5,5 Proz., das K JJ 
etwa 3,5fache der Theorie. 

Selbstverstiandlich gelten alle diese Zahlen nur bei den angegebency 
Verhiltnissen. Zuviel an Saure stért die Ubergangsfarbe der Jod- 
stiirke, daher muB man, wenn voraussichtlich weniger als die vor- 
geschriebenen 5 bis 8 ccm verbraucht werden, die Probe entsprechend 
verdiinnen, um scharfen Endpunkt zu haben. Titriert man mehr 
so wird das Volumen gréBer, die Konzentration der H- und Cl-lonen 
geringer. Hierdurch verschiebt sich das Gleichgewicht nach links, 
und die erhaltenen Werte sind alle zu klein. Um dies von vornherein 
zu vermeiden, ist wihrend der Titration entsprechend mehr Saure und 
KJ zu nehmen 

Die Reihenfolge der Zusitze ist ziemlich gleich. Wichtig ist es 
aber, den Niederschlag gut zu verteilen. Zu diesem Zwecke verwende 
ich Kugelriihrer mit etwas ausgezogener Spitze, die man sehr leicht 
selber herstellen kann. Bald wird man herausbekommen haben, wie 
groB die Kugel und wie lang die Spitze sein soll, um einerseits einen 
jeden Punkt des Glasbodens berithren zu kénnen und andererseits 
doch ein energisches Rihren zu erméglichen. Ich habe eine Halb- 
mikrobiirette, 10 cem Inhalt in 0,02 cem geteilt, benutzt. Sie bietet 
manche Vorteile, die Genauigkeit der Ablesung ist zwar halb so groj} 
wie bei den in 0,01 ccm geteilten Mikrobiiretten, aber dies wird auf- 
gewogen durch das Fiinffache an verwendbaren Volumen; und auber- 
dem kann man mit ihrer Hilfe alle sogenannten Makrotitrationen ohne 
weiteres vornehmen, sind doch 10 cem schon eine ansehnliche Menge 
Hat man keine solche zur Verfiigung, so kann man die gewéhnlichen 
Mikrobiretten und 0,1 n statt 0,02n Thiosulfatlésung benutzen, nur 
mu8 man jede Probe dann entsprechend mit Wasser verdiinnen. 


8. Die Berechnung. Die Reaktion verlauft im groben nach folgenden 
Gleichungen 


2Na + H,Sb,07 = Na, H,Sb,0,, 

Na, H, Sb,0, + 12 HCl = 2 NaCl + 2 SbCl, + 7 H,O, 2 

SbCl, . Cl, + 2 J’ = SbCl, + 2 Cl’ + Jy, (3 

folglich werden auf ny eae Natrium 2 Aquivalente Jod frei 
leem der 0,02n Thiosulfatlésung entspricht also lcem 0,01 n Na 


oder 0.23 mg. Dieser Wert ist wegen des mitgefillten Kaliumpyro- 
stibiats etwas zu hoch. Der UberschuB variiert unter extremen Be- 
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dingungen zwischen 2 und 4,5 Proz., erreicht die Grenzen, besonders 
die untere, nur selten, und kann daher fiir einfachere Analysen, wo 
| bis 1,5 Proz. Fehler nichts schaden kénnen, mit 3 Proz. in Rechnung 
gebracht werden; d. h. die erhaltenen Werte sind durch 1,03 zu divi- 
dieren. Der Faktor fiir die Umrechnung auf Milligramme Natrium 
wird dadurch 0,223 fiir 0,02n Lésung und 1,116 fiir 0,1 n Lésung. 
Fir feinere Bestimmungen mu der Faktor fiir jedes neue Reagens 
und neue Verhiltnisse extra bestimmt werden. 

9. Die Glassorte und die Behandlung der Glaser. Dieser Punkt 
machte mir die meisten Schwierigkeiten. Es war von vornherein klar, 
daB die Glaser vom Reagens angegriffen werden, es fragte sich nur, 
ob man sie dennoch brauchen kann. Ich will nicht alle Versuche be- 
schreiben, die ich zu machen hatte, nur das Endresultat. Folgende 
Sorten erwiesen sich als mehr oder weniger unbrauchbar: Gewdéhnliche 
Glaser, Jenaer Geriiteglas, Durobaxglas, Thermometerglas 59". Die 
besten Resultate lieferte das griine Jenaer Kaliglas. Die daraus her- 
gestellten Zentrifugiergliser (etwa 20mm Durchmesser und 115 mm 
Linge, mit abgerundeter Spitze) vertragen am besten die Einwirkung 
des Pyrostibiats. Im Laufe der Zeiten werden sie auch angegriffen, 
was durch undurchsichtige Stellen sich verrit, welche offensichtlich 
durch die mazerierende Wirkung des Reagens und durch die mechanische 
des ziemlich harten Niederschlages hervorgerufen werden. Diese schad- 
haften Stellen liegen in erster Linie in der Spitze, in zweiter an den 
Seitenwainden, wo man sie beim Riihren, ohne gewollt zu haben, an- 
gekratzt hat. Es hat den Anschein, daB die Glaser ohne diese auch 
mechanische Inanspruchnahme kaum angegriffen sein wirden. Haben 
diese Stellen sich sehr vermehrt, was im allgemeinen erst nach etwa 
100 Bestimmungen der Fall zu sein pflegt, und zeigen damit parallel 
die Resultate eine schlechte Ubereinstimmung, so miissen die Glaser 
aussortiert werden. Man braucht sie aber nicht wegzuwerfen. Durch 
Ausgliihen in der Gebliseflamme werden sie wieder absolut glatt und 
nach entsprechender Vorbehandlung wiederum brauchbar. Es empfiehlt 
sich, das Ausgliihen vom Glasbliser vornehmen zu lassen, will man 
viele Verluste durch zu schnelles oder nicht gleichmaBiges Erhitzen 
und schlechtes Abkithlen vermeiden. Richtige Behandlung voraus- 
gesetzt, darf kein einziges Glas platzen. 

Die Glaser, vom Glasbliser neu oder ausgegliiht erhalten, sind 
noch nicht gebrauchsfertig; sie miissen ,,gehirtet“’ werden. Dies ge- 
schieht so, daB man die Ausfillung lege artis in ihnen vornimmt, nach 
2 bis 3 Stunden die itiberstehende Fliissigkeit abgieBt, den restierenden 
Niederschlag in konzentrierter HCl auflést, die Glaser griindlich aus- 
spilt und diese Prozedur so lange wiederholt, bis ein angestellter Ver- 
such mit bekannten Mengen Natrium richtige Werte liefert. Es geniigt 
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im allgemeinen ein drei- bis fiinfmaliges Wiederholen. Die Gli 
werden dann nach jeder Titration mit Biirste und Wasser ausges) 
und abtropfen gelassen. Eine weitere Behandlung, sei sie mit Lau, 
oder besonders mit Chromschwefelsiure — wie iible Erfahrunge: 


mich lehrten —, macht die Glaser absolut unbrauchbar, und man 
muB die ganze oben erwihnte Prozedur durchmachen, mit dem Unter- 


schied, daB sie manchmal noch linger dauert, bis man richtige We: 
bekommt. 

Ein jedes Zentrifugierglas bekam eine Nummer mit Diamant eingeritzt 
So konnte die Geschichte eines jeden genau verfolgt werden. Zur Illustration 
werde ich die Vorbehandlung des einen Satzes von Glisern hier mitteilen 
Aus diesen Zahlen kann man auch ersehen. wie genau die Methode arbeite: 
Ich habe die Glaser am 20. Marz vom Glasblaser bekommen. In der Gebliix 
flamme waren sie am 19. Marz. Nr. 15, 16, 25 und 26 wurden mit Wass» 


Nr. 35, 36, 45 und 46 mit dem Reagens, Nr. 55, 56, 65 und 66 mit frisch 


bereiteter Chromschwefelséure bis an den Rand gefiillt und 24 Stunden 
stehen gelassen. Am anderen Tage wurden sie griindlich ausgespiilt 
abtropfen gelassen und nachher zur Reaktion verwendet. Kolonne | der 
Tabelle XI bringt die Resultate. Nach der Titration wurden sie ausgespiilt, 
mit dem Mund nach unten iiber Nacht stehen gelassen. Am anderen Tag 
die Reaktion wieder vorgenommen usw. 


Tabelle XI. 





Vorbehandelt 
_— Nr. i il 


5,648 5,300 5,302 
5,576 5,382 5,304 
5,666 5,470 5,308 
5,506 5,300 5,300 


Alkali 5,492 5,380 5,356 
sheen |} & | 55% 5392 5342 


5.652 5,310 5,306 
Wasser - 


5,648 5,300 5,370 
55 5,540 5,254 5,290 
Pn 56 OO 5,628 5,530 5,312 
| 65 5,608 5,490 5,298 
66 5,570 5,426 5,300 

Die Zahlen der Kolonnen I bis IV geben die verbrauchte Anzah! 
Kubikzentimeter einer 0,02n Thiosulfatlésung. 100 Proz. Na _ wiirden 
5,166 entsprechen. 

Man ersieht daraus, daB die ,,alkalischen‘‘ Glaser eine Reaktion mel 
zur ,,Hartung** brauchten (ausgenommen Nr. 35), und auch dann war die 
Ubereinstimmung zwar gut, aber nicht so gut, wie bei den ,,Wasser-Glasern 
Dasselbe gilt, nur in etwas schwicherem MaBe, fiir die ,,Saure-Glaser”. 
Wie schidlich diese Wirkung sein kann, méchte ich an noch einem Beispie! 
zeigen, und zwar an Durobax-Glasern, welche, da sie weniger widerstands- 
fihig sind als die Kaligliser, starker ansprechen. Bei den Kaliglisern kann 
man dasselbe beobachten, aber infolge ihrer gréBeren ,,Harte weniger 
deutlich. Alle Glaser der Tabelle XII wurden in ,,gehairtetem Zustance 
der beschriebenen Behandlung unterworfen. 
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Tabelle XII. 





. es ~~ poem Nr. Verbraucht ccm Mw A ae 
roz 


Alkali. . , ILE, IF, IB | 5,144 5,180 5,168 5,170 5,168 1014 
Saure {, 72, IB, 62, 82 | 5,204 5,200 5,176 5,162 5,185 101,8 
oe , Sl, 92, 6) 5,232 5,256 5,240 5.236 5,241 102.9 

100 Proz. Na wiirden 5,093 cem entsprechen. 

Erstens werden durch die Saéure- bzw. Alkalibehandlung die titrierbaren 
Mengen Antimon vermindert, und zweitens die Abweichungen gréGer und 
mregelmaBiger. Ich will nur erwahnen, daB gleiche Behandlung und noch 
gute Oberflache vorausgesetzt, je weicher ein Glas desto weniger Natrium 
darin gefunden wird, was um so auffallender ist, weil man eher das Gegenteil 
erwartet hiitte. Es ist interessant, daB mit der Alteren Form der Methode 
wir tatsichlich den Anschein bekommen haben, als ob die gewéhnlichen 
Zentrifugierglaser Alkali an das Reagens abgeben wiirden. Diese Beob- 
wchtung, die auch in unserer Richtigstellung (14) erwahnt ist, méchte ich 
jetzt zuriickziehen. 

Man J46t auch den Stab aus Jenaer Kaliglas anfertigen. Da die Glas- 
bliser meistens keine Stabe aus Kaliglas auf Lager haben, habe ich mir 
so geholfen, daB ich ein entsprechendes Rohr in der Flamme zusammenfallen 
lieS und auf die notwendige Dicke (2 bis 3mm Durchmesser) auszog. Aus 
dieser sehr dickwandigen Kapillare sucht man die gleichmaBigsten Stellen 
aus, schneidet sie in etwa 150 bis 160 mm Lange ab und schmilzt unten 
und oben etwas ausgezogen zu. 

10. Die Grenzen der Methode sind in beiden Richtungen gegeben. 
Nach oben durch den Stibiatgehalt des Reagens, nach unten durch 
das Volumen der Reaktionsfliissigkeit. Es stellte sich heraus, daB in 
der mitgeteilten Form Natriumlésungen von n/40 bis n/5 Konzentration 
bequem bestimmt werden konnten. In Gewichten bedeutet dies: 
von 0,5 bis 6,0 mg Na in leem. Beide Grenzen lieBen sich leicht ver- 
schieben, aber momentan besteht keine Notwendigkeit dafiir. Aus 
2cem (im Notfalle auch aus 1 ccm) Serum kénnen zwei bis drei Paralle}- 
bestimmungen gemacht werden, und diese Menge dirfte immer zu 
verschaffen sein. Es wiirde keine groBen Schwierigkeiten machen, 
die Methode auf noch kleinere Mengen auszuarbeiten, man mite 
zuerst das Ausfillungsvolumen wesentlich verkleinern und eventuell 
mehr Alkohol nehmen. 

ll. EinfluB fremder Ionen. Die tiblichen Anionen, wenn sie nur 
in den Kationen aquivalenten Mengen vorhanden sind, stéren nicht. 
Unter den Kationen diirfen nur die Alkalien anwesend sein, selbst Mg 
wird, wenn auch nur in Spuren, mitgefallt. Reinstes KCl allein in 
normaler Léisung gab mit dem Reagens und Alkohol keine Fallung. 
H,NC1 blieb nur bis 0,5 n Konzentration klar, bei n erfolgte eine Fallung ; 
bei einem technischen RbCl war die Grenze 0,1 n. Cs stand mir nicht 
zur Verfiigung, ebenso Li nicht. Mit 1 cem 0,05 n Na‘+Lésung angesetzt. 
ergab sich folgendes Resultat: 
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Tabelle XIII. 





Getunden Gefunden 
Proz. " Proz. 


0,05 nNaCl allein ... 103.5 — — 


+ 0,05nK Cl 103,2 0,05n NaCl + 0,05n(NH)CI | 103.1 
+0,10n , 100,0 és +0,10n . l 101.9 
+0,20n , 98,1 “ +0,20n , | 98,9 


n 


n 


Der Zusatz der fremden Kationen vermindert das ausgefillt: 
Pyrostibiat ; diese Wirkung ist ziemlich groB, wenn dieselben in gréBerer 
Konzentration als die des Natriums vorhanden sind, doch kaum merklich 
in Aquivalenten. Diese Stérung zu umgehen, bieten sich zwei Méglich- 
keiten ; die eine, eine gréBere Menge Alkohol zur Fallung zu verwenden 
die andere, fiir solche Verhiltnisse mit anderen Faktoren als 1,03 zu 
rechnen. Ich wiirde den letzteren Weg gehen, weil die Resultate an 
sich eine vollkommene Ubereinstimmung zeigen. Da aber in der Biologic 
kaum jemals vorkommt, daB K’ oder H,N die Menge des Na wesentlich 
iibersteigen, und auch sehr selten, daB sie sie erreichen, habe ich es 
unterlassen, an der Methode zu modifizieren. 

12. Hier werde ich einschalten, was ich iiber die Bestimmung 
des Natriums im Serum sagen kann. Meine Analysen habe ich an ver- 
aschtem Serum ausgefiihrt. Da ich keine Siure zu der Asche zugesetzt 
habe, bleiben Ca und Mg bei der Extraktion mit Wasser als Carbonat: 
im Riickstand. Auf diese Weise kann man ihre stérende Gegenwart 
vermeiden. 

Unveraschtes Serum direkt angesetzt, gibt nach dieser Methoc 
unverlaBliche Werte. Die Abweichungen sind so groB, daB sie durch 
die Annahme, daB Ca und Mg mitgefallt werden, nicht restlos erklart 
werden kénnen. Bis jetzt konnte ich in diesen komplizierten Verhalt- 
nissen keine Klarheit schaffen. So viel steht schon fest, daB die Serum- 
kolloide, vor allem die EiweiBkérper, die Fallung beeinflussen. 

Die bisherigen Resultate, die mit meiner Methode erzielt worder 
sind, wurden auf dem diesjihrigen 28. KongreB der Deutschen Gesell- 
schaft fiir innere Medizin in Kissingen von H. Petow und W. Siebert 
unter dem Titel: ,,Uber die Permeabilitat der Erythrocyten“ mit- 
geteilt. Die Fehler der Parallelbestimmungen betrugen durchschnittlich 
0,4 bis 0,6 Proz.; also hat die Methode die an sie gestellten Anforderungen 
erfillt. 

Es ist mir eine angenehme Pflicht, Herrn Geh. Medizinalrat Prof 
Dr. W. His, dem Direktor der ersten medizinischen Klinik der Charite 
und Herrn Oberarzt Dr. H. Petow, dem Leiter des Laboratoriums 
meinen aufrichtigsten Dank fiir ihre GroBzigigkeit, mit der sie cir 
Mittel der Klinik mir zur Verfiigung stellten, an dieser Stelle auszu- 
sprechen. 
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Zusammenfassung. 

1. In Ubereinstimmung mit alteren Angaben wurde die Léslichkeit 
des Natriumantimonats in verschieden konzentrierten Alkohollésungen 
neu bestimmt. Aus diesen Zahlen stellte es sich heraus, daB — entgegen 
dem bisherigen Gebrauch von 30proz. — 50 proz. Alkohol die geeignetste 
Waschflissigkeit ist. Der durch 30proz. Alkohol verursachte Verlust 
wird.zu etwa 1 bis 3 Proz. berechnet. Dies wird durch Auswaschungs- 
versuche bestiatigt. 

2. Die Untersuchung des Fallungsalkohols ergab, daB mit steigen- 
der Konzentration desselben steigende Mengen von nicht wieder aus- 
zuwaschendem Antimonat gefallt werden. Falls verdiinnter Alkohol 
angewendet wurde, hatte diese Zunahme bei bestimmtem (etwa 20 proz.) 
Alkoholgehalt einen relativen Randwert. An diesen Stellen wurden 
3 Proz. Natrium mehr als erwartet berechnet. 

3. Die beiden Fehlerquellen — Verlust durch 30proz. Alkohol 
und Mehrausfillung durch 20proz. Endkonzentration des Fillungs- 
alkohols — haben entgegengesetzte Vorzeichen und heben deshalb 
einander zum gréBten Teil auf. Dieser Umstand erklart, wie die bis- 
herigen Methoden, trotz ihrer Fehler, unter giinstigen Verhiltnissen 
zu richtigen Resultaten kommen konnten. 


4. Als Ursache dieses Uberschusses wurde ein fest gebundener 
Kaliumgehalt des Niederschlages gefunden. Er betrigt im Mittel 


| 3 Proz. Dies konnte durch eigene Analysen und auch aus den Zahlen 
}von Alteren Forschern (Knorre und Olschewsky, Heffter, Jander) be- 


stitigt werden. 
5. Die Vorschrift von Kramer und Tisdall zur Herstellung des 


| Reagens wird durchgepriift. Der EinfluB der verschiedenen Details 


— Erhitzen, Kalilaugenkonzentration, Antimonatgehalt — wird, jeder 


) fir sich, durch Reihenversuche untersucht. Die Resultate lassen er- 
jkennen, daB die Natriumbestimmung nur bei bestimmten Werten 


dieser Details brauchbare Zahlen liefert. Es ist interessant, daB die 
gleichzeitig gemessene Wasserstoffionenkonzentration an denselben 
Stellen einen Randwert hat (Erhitzen, Antimonatgehalt) oder zu haben 
scheint (Kalilaugenkonzentration). 

6. Es wurden die einzelnen Glassorten auf ihre Wiederstands- 


| fahigkeit und mithin auf ihre Brauchbarkeit gepriift. Am _ besten 


hat sich das Jenaer Kaliglas bewaihrt. Es wird eine ,,Hirtungs- 
prozedur“* und die Regeneration der unbrauchbar gewordenen Gliiser 


> beschrieben. 


7. Der stérende EinfluB fremder Kationen wurde ermittelt. Das 


| Resultat ist folgendes: Es werden Ca” zu einem groBen Teil, Mg” 
}in Spuren mitgefallt, sie diirfen also bei der Bestimmung nicht an- 


PRE Por, 
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wesend sein. K° und NH, stéren bis zu den dem Natrium aquivalent 
Konzentrationen kaum merklich, in wesentlich héheren vermind: 
sie jedoch das ausgefillte Antimonat. Da dieser Fall in der Biolog 
kaum jemals vorkommt, ist diese Wirkung nicht von Belang. 


8. Wenn die Veraschung der organischen Substanz ohne Siw 
zusatz erfolgte, kann aus dem wiisserigen Extrakt der Asche das Natriuy 


ohne weiteres bestimmt werden, da das vorhandene Carbonat -au- 
reicht, um das Ca und Mg zuriickzuhalten. Direkt in dem unverascht«n 
Serum angesetzt, gibt die Methode in ihrer heutigen Form unzuvyer-. 
lissige Werte. Die Ursache dieser Stérung diirfte in der Wirkung <1 
Serumkolloide, vor allem der EiweiBkérper, zu suchen sein. Um dic» 
Wirkung zu studieren, sind Versuche im Gange, welche aber bishe: 
noch keine Klarheit geschaffen haben. 

Auf Grund dieser Versuche wird die folgende Methode angegeben 

leem Natriumlésung wird mit 5ccm Reagens in einem | ye- 
harteten“ Zentrifugierglase versetzt und so lange mit einem Glasstal» 
gertihrt, bis ein reichlicher Niederschlag entstanden ist. Dauer | bi. 
2 Minuten. Nachher gieBt man tropfenweise unter bestandigem Rihre 
2cem 80vol.-proz. Alkohol hinzu. Die Glaser bleiben 34, bis 1 Stund 
stehen und werden dann abzentrifugiert. Nachdem die Fliissigk«it 
abgehoben wurde, wischt man den Niederschlag dreimal mit je 2 ccn 
50vol.-proz. Alkohol aus. Nach der letzten Waschung werden 1,5 bi- 
2,0cem konzentrierter, chlorfreier HCl und 2 ccm 2proz. K J-Lésung 
zugegossen, der Niederschlag bis zur vollkommenen Lésung verrieben 
und das ausgeschiedene Jod titriert. 

Man verwende dazu eine Halbmikrobiirette, 10 ccm in 0,02 ccn 
geteilt, und 0,02 n Thiosulfatlésung; Verbrauch 5 bis 10 ccm, falls « 
Konzentration der Natriumlésung 0,05 bis 0,10n war, was 0,5 con 
Serumasche entspricht. Hat man keine Halbmikrobirette zur Ver- 
fiigung, so kann man auch die gewéhnlichen Mikrobiiretten, 2 cc 
in 0,01 cem geteilt, und 0,1 n Thiosulfat verwenden. In diesem Falk 
ist das fehlende Volumen an Wasser, etwa 5ccm, vor dem Beginn 
der Titration zuzugieBen. Fiir andere Mengen von Natrium als oben 
angegeben, ist entsprechend mehr oder weniger HCl bzw. KJ zu nehme: 

Ist man mit auf etwa 1 bis 1,5 Proz. genauen absoluten Wert«: 
zufrieden, so sind die Anzahl Kubikzentimeter Thiosulfat, um Mil!i- 
gramm Natrium zu erhalten, mit 0,223 bzw. 1,116 zu multiplizierc: 
je nachdem 0,02 oder 0,10n Lésung zur Titration angewendet wurde: 
Will man genauere Resultate haben, so mu8B der Faktor eines jede: 
Reagens mit einer bekannten Natriumlésung eingestellt werden. Fa!!- 
man ausgewogene Instrumente verwendet, sind die gréBten \)- 
weichungen der Parallelbestimmungen etwa 0,4 bis 0,6 Proz. 
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Nephelometrische Untersuchungen iiber fermentative 
EiweiSspaltung. 


Il. Mitteilung: 
Der Einflu8 von Ionen auf die peptische Verdauung. 


Von 


P. Rona und H. Kleinmann. 


(Aus der chemischen Abteilung des pathologischen Instituts der Universitat, 
Charité, Berlin.) 


(Eingegangen am 18. Juni 1924.) 
Mit 24 Abbildungen im Text. 


I. 

In vorangehenden Arbeiten') war gezeigt worden, wie die nephelo- 
metrische Analyse der schnellen und genauen Bestimmung sehr kleine: 
EiweiBmengen nutzbar gemacht werden kann. Nachdem eine Methodik 
der MikroeiweiBbestimmung ausgearbeitet worden war, wurde sie in 
den Dienst fermentativer Untersuchungen gestellt und die Spaltung 
von Serumalbumin durch Pepsin mit ihrer Hilfe in gréBeren Versuchs- 
reihen studiert. Es konnte gezeigt werden, daB das Bild der peptischen 
Verdauung sich dem anderer bekannter Fermentspaltungen anschliet 
indem die die peptische Spaltung darstellende Kurve im Beginn det 
Spaltung geradlinig verlaiuft und sich dann allmihlich abflacht. Di 
Variation der Fermentmengen bei gleichen Substratmengen zeigt: 
daB unter den gewahiten Bedingungen im Bereich des geradlinigen 
Kurvenverlaufs bei gleichen Umsitzen die Fermentkonzentrationen 
sich umgekehrt proportional den Spaltungszeiten verhalten. Ein: 
Variation der Substratmengen bei gleichen Fermentmengen erga! 
keine durchsichtige gesetzmaBige Beziehung. 

Als nachste Aufgabe des Studiums der peptischen EiweiBspalt ung 
ergab sich die Untersuchung des Ejinflusses, den die verschiedenen 


1) P. Rona und H. Kleinmann, diese Zeitschr. 140, 461, 478, 1923 
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lonen auf die Spaltung bei variierenden auBeren Bedingungen auszuiiben 
imstande sind. 

Einmal war die Aufklirung der Wirkung, die die in der Substrat- 
Fermentmischung nicht vermeidbaren anorganischen lonen auf den 
Verlauf der fermentativen Spaltung ausiiben, die notwendige Voraus- 
setzung fiir jedwede weitere Untersuchung, die die Aufklirung der 
GesetzmaBigkeiten oder der Einwirkung éuBerer Faktoren, wie z. B. 
Gifte, auf den Spaltungsvorgang zum Ziele hat. 

Des weiteren aber schien es uns von Bedeutung, festzustellen, ob 
die Beziehungen, die von Rona und Mislowitzer!) zwischen den H-Ionen 
und anderen anorganischen Ionen bei der autolytischen Spaltung von 
LebereiweiB gefunden worden waren, ganz allgemein fiir proteolytische 
Fermente, also auch fiir die peptische Verdauung Geltung haben. 
Bei diesen Untersuchungen wurde gefunden, daB die Wirkung von 
lonen speziell von Kationen auf die Spaltung in weitem MaBe von der 
Aciditaét des Mediums abhiangig ist und daB sich je nach der H-Ionen- 
konzentration die Reihenfolge der nach ihrer Wirkungsstirke geordneten 
lonen &ndern, ja daB sich sogar ihre Wirkungsrichtung umkehren laBt?). 

In gleicher Richtung wurde in vorliegender Arbeit die Ionen- 
wirkung bei variierenden Aciditaten studiert. 

Hierzu eignete sich die von uns ausgearbeitete Untersuchungsform 
der peptischen Verdauung in besonderem Mabe, da das Substrat aus 
weitgehend ionenfrei dialysiertem Serumalbumin bestand, die Ferment- 
lésung aber infolge der Empfindlichkeit der Methode in auBerordentlich 
geringer Konzentration (durchschnittlich etwa 1 : 600000!) angewandt 
werden konnte. 

Hierdurch war das Ausgangssystem Substrat-Ferment als praktisch 
ionenfrei zu bezeichen und die Beherrschung und Dosierung zugesetzter 
lonen ermédglicht. 


Die Untersuchungen wurden derart angestellt, daB zuerst unter még- 
lichstem Ausschlu8 anderer anorganischer Ionen der Einflu8B des H-Ions 
ermittelt wurde. Das Optimum der H-Ionenkonzentration sowie die die 
H-lonenwirkung darstellende Kurve wurden festgelegt. 

Sodann wurde bei festgehaltener H-Ionenkonzentration der EinfluB von 
Kationen und Anionen quantitativ verglichen. Diese Vergleiche wurden 
unter variierenden Konzentrationen der Elektrolyte (n/2 bis etwa n/200 bis 
n/400) angestellt. 

Die Versuche wurden dann bei véllig gleichen Bedingungen bei anderen 
H-Ionenkonzentrationen wiederholt, derart, daB die Ionenwirkung beim 
H-Ionenoptimum selbst, sowie auf der sauren und der alkalischen Seite des 
H-Ionenoptimums studiert wurde. 

Zur Anwendung gelangten als Kationen Na’, K’, Ca”, zum Teil auch 
Al”, als Anionen Cl’, NO; und SOj. 


1) P. Rona und E. Mislowitzer, diese Zeitschr. 146, 1, 1924. 
2) Vgl. hierzu Hahn und Harpuder, Z. f. Biol. 71, 287, 1919 (Amylase). 
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Alle Versuche wurden in Parallelen gearbeitet und stets mehrere Male 
angestellt. Die gegebenen Tabellen und graphischen Darstellungen geben 
nur einen Auszug aus durch zahlreichere Versuche sichergestellten F) 
gebnissen. 

Was die Methodik der Untersuchungen betrifft, so ist dieselbe 
friiheren Arbeiten so eingehend dargestellt worden, daB sie hier nur garz 
kurz skizziert werden soll*). 

Als Substratlésung diente Pferdeserumalbumin. Dasselbe wurde 
dadurch gewonnen, da8 Pferdeserum mit dem gleichen Volumen gesiittigter 
Ammoniumsulfatlésung versetzt wurde, das ausgefallene Globulin abfiltriert 
und das Filtrat mehrere Wochen gegen flieBendes Wasser und schlieBlich 
gegen Aqua dest. dialysiert wurde, bis es keine Ammonium- bzw. S0O,.- 
Reaktion mehr zeigte. Die mit Toluol versetzte, meist etwas triibe Lésung 
wurde vor Gebrauch klar filtriert. Als Fermentlésung dienten Auflésungen 
von ,,Pepsin Finzelberg’ (es kann selbstverstindlich jedes andere gute 
Pepsinpraparat verwendet werden) in einer Verdiinnung von 1: 50000. 
Von dieser Verdiinnung — dieselbe wurde bei Versuchen bei optimaler 
H-Ionenkonzentration verwandt, fiir auBerhalb des Optimums liegence 
Versuche kamen Konzentrationen von 1: 10000 bis 1: 50000 in Anwendung 

dienten 2cem zu jedem Versuch. 

Zu den Versuchen kamen in Reagenzgliser etwa 2,5 cem Serumalbumin- 
lésung (2 bis 4ccm ausprobiert je nach der Albuminkonzentration der 
angewandten Lésung) und 5cem HC! fiinffach so stark, als zum Versuch 
gewiinscht. Hierzu wurden beim Leerversuch 12,5 ccm Aqua dest., beim 
Salzversuch 12,5 cem Salzlésung doppelt so stark als die gewiinschte Ver 
suchskonzentration gegeben und die Réhrchen mit Aqua dest. auf 23 ccm 
aufgefiillt. Fiir jeden Versuchspunkt wurden je zwei gleiche Glaser (Parallele) 
vorbereitet. Fiir jedes Reagenzglas wurden vier Bechergliser vorbereitet. 
Wurden, wie meistens, ein Leerversuch und drei verschiedene Salzarten 
bzw. Konzentrationen gleichzeitig angesetzt, so wurden also acht Reagenz- 
gliser und 32 Bechergliser vorbereitet. In jedes Becherglas kamen 5 ccm 
so starker Natronlauge, wie die Saiuremenge der fertig verdiinnten Lésungen 
in den Reagenzglisern betrug. Wurden beispielsweise in die Reagenzgliser 
5ccem n/50 HCl gegeben (Endvolumen 25 ccm, also endgiiltige HCl-Kon- 
zentration n/250), so kamen in die Bechergliser 5 ccm n/250 NaOH. Die 
dienten zur Neutralisation der wahrend der Spaltung entnommenen Lésungs: 
proben, wodurch die Spaltung bei der Entnahmezeit augenblicklich unter- 
brochen wurde. Die 23 in den Reagenzglisern befindlichen Kubikzentimet«: 
Lésung wurden mittels Pipette sorgfaltig durchmischt. 5cem wurde: 
entnommen und hiervon 4,5 ccm in je ein Becherglischen flieBen gelassen 
0,5 cem wurden verworfen. Zu den Becherglischen wurden 0,5 cem H,0 
gegeben. DaB nicht 5 ccm Lésung wie bei den weiteren Entnahmen, sondem 
nur 4,5 cem bei der ersten Entnahme in die Bechergliser gegeben wurden. 
findet seinen Grund darin, daB die in den Reagenzglisern restierenden 
18 ccm erst jetzt durch 2ccm Fermentlésung verdiinnt wurden. Hierz. 
wurden die Reagenzgliiser sowie die Fermentlésung getrennt in einen 
Thermostaten von 40°C gebracht und etwa 15 Minuten zur Vorwarmung 
ruhig stehengelassen. Sodann wurde bei einer genau markierten Zeit 
jedes Reagenzglas 2ccm Fermentlésung getan und gut durchmischt. | 


1) P. Rona und H. Kleinmann, |. c. ferner H. Kleinmann, di 
Zeitschr. 99, 115, 1919; 187, 144, 1923. 
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Rohrehen blieben sodann im Thermostaten bei 40°. In genau abgemessenen 
\bsténden von 10, 20 und 30 Minuten wurden aus jedem Reagenzglas 
mittels Pipette 5 cem Lésung entnommen und in je ein Becherglas zu den 
5cem NaOH-Lésung flieBen gelassen. Nach 30 Minuten war der Versuch 
beendet. Die restierenden 5ccm in den Reagenzglisern dienten zur Be- 
stimmung der py mittels der Gaskette. Von jedem Versuchsréhrchen 
waren jetzt also Proben vor der Spaltung und nach 10-, 20- und 30minutiger 
Spaltung vorhanden. Die EiweiSmengen der in der Spaltung entnommenen 
Proben wurden nun gegen die der vor der Spaltung entnommenen Probe, 
deren EiweiBgehalt zu 100 Proz. angenommen wurde, bestimmt. Hierzu 
kamen in jedes Becherglaischen 5cem 25proz. HCl und 7 cem 20proz. 
Sulfosalicylséurelésung. Nach 3- bis 5minutigem Stehen wurden die 10-, 
20- und 30-Minuten-Lésungen gegen die Vorspaltungslésung nephelo- 
metrisech gemessen und so ihr EiweiBgehalt bestimmt. Zur Messung diente 
das Nephelometer von Schmidt und Haensch. Hinsichtlich der nephelo- 
metrischen Technik sei auf die vorangehenden Arbeiten verwiesen. 

Alle Messungen miissen mit gréBter Genauigkeit unter Anwendung von 
Stoppuhr und médglichst geeichten Pipetten, Biiretten usw. erfolgen. Die 
Ubereinstimmung der Parallelversuche und die Analysenresultate sind dann 
ausgezeichnet. 

Als Salze dienten Lésungen reinster Salze (puriss. pro analysi) 
Kahlbaum. 


Il. Versuche itiber den Einflu8 der H-Ionen auf die peptische Spaltune. 


In folgenden Versuchen wurde der EinfluB8 der H-Ionen durch 
systematische Variation der HCl-Menge in méglichster Abwesenheit 
sonstiger Ionen ermittelt. Tabelle I gibt einen Vorversuch, der die 
Einwirkung der angewandten Siuremengen — ohne Fermentzusatz - 
auf die EiweiBlésungen untersucht. Tabelle IT und III (Abb. 1 und 2) 
zeigen den EinfluB der H-Ionen auf die Spaltung. Abb. 2 zeigt die der 
Tabelle HI entnommenen Beziehungen zwischen py-Konzentration und 
EiweiBumsatz bei gleichen Zeiten. Tabelle IV (Abb. 3 und 4) zeigen 
die gleichen Versuche, aber mit einer anderen Albuminlésung 

Die Versuche zeigen das Vorhandensein eines deutlichen H-lonen- 
optimums fiir die peptische Spaltung. Nach der sauren Seit« vom 
Optimum aus betrachtet — nimmt die Spaltung allmahlich, nach der 
alkalischen sehr steil ab. Das Optimum der Spaltung liegt bei den 
Versuchen der Abb. 1 und 2 bei einem py von etwa 2,6, bei den Versuchen 
der Abb. 3 und 4 bei einem pg von etwa 2,1. 

Bei dieser Differenz handelt es sich sicher nicht um einen Versuchs- 
bzw. Beobachtungsfehler, denn beide Resultate wurden durch mehrere 
Versuche bestitigt, sondern um das Ergebnis der Anwendung zweier 
verschiedener Substratlésungen. 

So kann eine nicht vollkommene Dialyse des Substrats das 


H-lonenoptimum verschieben. Wir fanden bei sorgfaltiger Dialyse das 
Optimum gewéhnlich bei 2,1 bis 2,2. Mit Lésungen, die dieses H-lonen- 
optimum aufwiesen, wurden die folgenden Ionenversuche angestellt 
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[ll. Versuche iiber den Einflu8 von Ionen auf der sauren Seite des H-lonen- 
optimums bei einer p, von etwa 1. 
(Tabelle V bis IX. Abb. 5 bis 9.) 

In folgenden Versuchen wurde der Einflu8B von Ionen bei einer 
Aciditat des Mediums von etwa pg = | (HCl-Konzentration etwa n/10) 
geprift. 

Zur Anwendung gelangten Na’, K’, Ca” als Chloride in aquivalenten 
Lisungen in Konzentrationen von n/2, n/4, n/80 und n/200. AuBerdem 
wurde NO; als NaNO, in Konzentrationen von n/2 und n/200 an- 
gewandt. 

Die Versuche zeigen, daB alle Kationen als Chloride in Kon- 
zentrationen von n/2 hemmend wirken. In Konzentrationen von n/40 
an abwiarts war eine deutliche Wirkung nicht mehr erkennbar. 

In gleichem Sinne wie NaCl wirkte NaNO,. Bei Konzentrationen 
n/2 deutliche Hemmung, bei einer Konzentration von n/200 keine 
Wirkung mehr wahrnehmbar. Die Reihenfolge der Wirkungsstirken 
der Kationen war Na, Ca”, K’, wo Na’ die stirkste, K’ die schwiichste 
Hemmung bedingte. 

Die Hemmung bei n/2 war sehr deutlich. Die GréBenordnung 
in Prozenten ist aus den Abbildungen ersichtlich. 

IV. Versuche iiber den Einflu8 von lonen im H-lonenoptimum p,, 2,2. 
(Tabelle X bis XIII. Abb. 10 bis 13.) 

Der EinfluB von Ionen bei einer Aciditét von py 2,2 wird gepriift 
Zur Priifung gelangen Na, K’, Ca’ als Chloride in Konzentrationen 
von n/2, n/50, n/100, n/200. 

Die Versuche zeigen, daB Salzkonzentrationen von n/100 bis n/200 
keinen meBbaren EinfluB auf die Spaltung ausiiben. Bei einer Kon- 
zentration von n/50 an beginnt die hemmende Wirkung der Ionen sich 
bemerkbar zu machen. Bei einer Konzentration von n/2 ist der 
hemmende EinfluB sehr deutlich. Die Reihenfolge der wirksamen 
Kationen ist auch hier Na’, Ca”, K’. 


V. Versuche iiber den Einflu8 yon Ionen nach geringer Oberschreitung des 
Optimums nach der alkalischen Seite p, etwa 2,6. 
(Tabelle XIV bis XX. Abb. 14 bis 20.) 

Die Versuche wurden wie die vorhergehenden mit Na, K’, Ca” 
auBerdem noch mit Al™ als Chloride sowie mit NO; und SO, als Na- 
Salze angestellt. 

Die Salzkonzentrationen bewegten sich zwischen n/2 bis n/200. 

Wie die Versuche zeigen, tiben auch bei einer py von 2,6 starke 
Salzkonzentrationen (n/2) eine hemmende Wirkung aus Geringe 


Salzzusiitze (n/200) dagegen verursachen auf der alkalischen Seite des 
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Optimums eine deutliche Fdérderung. Dazwischen liegende K: 
zentrationen n/20 zeigen dazwischen liegende Werte, und zwar 
nach der Wirkungsstirke des Ions hemmen sie noch oder férdern 
schon. 
Die Reihenfolge der Wirkungsstirke ist auch bei der Férderung 
die gleiche wie bei der Hemmung, und zwar férdert Na’ am starksten, 
dann Ca”, dann K’. Die bei der Hemmung wirksamsten Ionen sin 
auch am wirksamsten bei der Férderung. Al” hemmt stark. Eine 
genaue quantitative Beziehung zu den iibrigen Kationen st6Bt aber 
beim Al” auf Schwierigkeiten, da ein Zusatz von AICI, die Aciditat 
des Systems nach der alkalischen Seite verschiebt. Ein genauer Aus. 
gleich dieser Verschiebung durch Zusatz von HCl gelingt nicht immer 
leicht und vermehrt auch die Cl-Ionen, wodurch eine weitere Ungleich- 
artigkeit der Vergleichslésungen bedingt wird. Deshalb beschrankten 
wir uns bei den Arbeiten mit Al” nur auf diesen Versuch, um dic 
prinzipielle Gleichartigkeit der Wirkung auch dreiwertiger Ionen dar. 
zutun. NO; und SOj wirken im Prinzip véllig gleichartig wie (! 
Starke Lésungen (n/2) hemmen, schwache (n/200) férdern, Mittel- 
konzentrationen geben Mittelwerte. 


VI. Versuche iiber den Einflu8 von Ionen bei starker Oberschreitung des 
H-Ionenoptimums nach der alkalischen Seite, p, etwa 4. 
(Tabelle XXI bis XXIV. Abb. 21 bis 24.) 

Die Versuche wurden wie die vorigen bei einer Aciditat von etwa 
n/1000 HCl ausgefiihrt. Zur Untersuchung kamen Na, K’, Ca” als 
Chloride. AuBerdem NOj als Na-Salz. 

Ein Vergleich tiber die Wirkungsstiirken des H- und Na’-Ions 
wurde derart ausgefiihrt (Tabelle XXIII, Abb. 23), daB zu einem System 
von der Aciditaét n/1000 HCl je die gleichen Volumen n/200 NaCl und 
n/200 HCl gegeben wurden. 

Die Versuche bei einem Sauregehait von etwa n/1000 HCl geben 
keinen quantitativ vergleichbaren Wert der einzelnen Ionenarten, da es 
unmdglich ist, die Aciditaét aller Versuche absolut gleich zu halten und 
geringe Schwankungen der Aciditaét schon an sich groBe Ausschiiige 
verursachen. 

Doch zeigen die Versuche deutlich, daB bis zueiner bestimmten Salz- 
konzentration keine Hemmung durch Salze stattfindet, sondern nur 
starke Férderung. n/4 Lésung férdert noch stark, wahrend n/2 keinen 
deutlichen Einflu8 mehr erkennen laBt. NaNO, wirkt auch hier vollig 
analog NaCl. Um einen ungefihren quantitativen Anhaltspunkt zu 
haben, in welchem Verhiltnis die Wirkungsstirke des H-lons zu den 
anderen Kationen steht, wurde die férdernde Wirkung einer n/200 H(! 
gegen die Wirkung einer n/200 NaCl-Lésung gemessen. Es ze'gte 
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sich, daB in den das zugesetzte H-Ion enthaltenden Lésungen 
EiweiBumsatz in gleichen Zeiten etwa dreimal so groB war als in den 
das Na-Ion enthaltenden. 

Diese Zahlenangabe ist nur eine angendherte und soll nur zu 
Orientierung tiber die GréBenordnungen, die in Frage kommen, diene: 


VII. Besprechung der Versuche. 


Betrachten wir die vorliegenden Versuche, so fallt deutlich ein 
GesetzmaBigkeit in dem Verhalten der verschiedenen Ionen ins Aug: 

Fiigt man im Optimum der H’-Konzentration selbst geringe Menge n 
Na-, K-, Ca- usw. Ionen zu dem System Substrat— Ferment — Wasser 
hinzu, so ist bei einer GréBenordnung von n/200 bis n/100 zugefiigter Salz- 
menge eine Beeinflussung des Spaltungsvorganges nicht meBbar. Bei eine: 
erhéhung der zugefiigten Salzmengen von etwa n/50 an bemerkt man 
aber eine deutliche, mit der Salzkonzentration wachsende Hemmung 
des Spaltungsvorganges. 

Setzten wir Elektrolyte auf der sauren Seite des Optimums bei 
einer Pq von etwa 1 zu, so hemmen diese stets die Spaltung. Bei 
geringen Salzmengen entzieht sich dieser Vorgang der Messung, bei 
stirkeren Konzentrationen wird er sehr deutlich. Auch hier wirkt 
ein Ionenzusatz gleichsinnig einer Aciditiatserhéhung, also einem H-Ionen- 
zusatz. 

Noch deutlicher wird diese gleichsinnige Wirkung der untersuchten 
Ionen, wenn man vom Optimum aus nach der alkalischen Seite sich 
bewegt; dicht hinter dem Optimum bei einer pg von 2,6 wirkt ein 
Zusatz geringer Salzmengen n/200 deutlich férdernd, ein solcher héherer 
Salzkonzentrationen (n/2) wieder hemmend auf den Spaltungsvorgang 

Bei starker Uberschreitung des Optimums nach der alkalischen 
Seite, bei einer py von etwa 4, wirken alle Salzzusitze bis n/2-Kon- 
zentration — also GréBen, die auf der sauren Seite stark hemmten 
férdernd. Dabei wirken Na’, K’, Ca vdllig gleichsinnig, und es ist 
weiterhin gleich, ob Chloride, Nitrate oder Sulfate angewandt werden 

Hinsichtlich ihrer Wirkungsstirke ordnen sich die zugefiigten 
untersuchten Kationen, unter welchen Bedingungen sie auch angewan«t 
wurden, stets in gleicher Reihenfoige an. Am stirksten wirksam er- 
scheint das Na-Ion, dann das Ca- und als drittes das K-Ion. Doch sind 
die Unterschiede zwischen Ca und K sehr geringfiigig. Am wirksamsten 
von allen Kationen ist das H-Ion. 

Der Vorgang der peptischen EiweiSspaltung bedarf zu seinem 
Ablauf der Anwesenheit bestimmter Ionen. Bei einer gewissen Kon- 
zentration derselben verlauft er optimal. Wird die Ionenkonzentration 
itiber die optimale erhéht, so wirkt sie hemmend. 
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Nephelometrische Untersuchungen iiber ferment. EiweiSspaltung. Il. 467 


Zusammenfassung. 

1. Die nephelometrische Eiweibbestimmung wird zum weiteren 
Studium der peptischen EiweiBspaltung benutzt. Als Nephelometer 
dient das Nephelometer von Schmidt & Haensch. 

2. Die Wirkung der H-lonen auf die peptische Verdawung wird 
festgestellt. Ihr Optimum liegt bei den untersuchten Bedingungen 
gewohnlich bei einer py von 2,1 bis 2,2, der Abfall der die py-Wirkung 
darstellenden Kurve nach der sauren Seite ist ein allmihlicher, nach 
der alkalischen Seite ein steiler. 

3. Die Wirkung von Na, K’,, Ca’, Al”, Cl, NO3 und SOj{ in 
iquivalenten Mengen wird bei versehiedener Konzentration der an- 
gewandten Salze (n/2 bis n/200) und bei verschiedener py der Lisung 
(Py = 1, pa = 2,1, py = 2.6 und pg = 4 — 4,5) studiert. 

4. Auf der sauren Seite des Optimums und im Optimum selbst 
zeigen Ionen in schwacher Konzentration keinen meBbaren, in starkerer 
Konzentration einen hemmenden EinfluB, auf der alkalischen Seite 
des Optimums férdern sie in geringerer Korzentration, um bei steigender 
Konzentration wieder in hemmende Wirkung tiberzugehen. 

5. Alle untersuchten Ionen wirken qualitativ gleichartig und nur 
quantitativ verschieden. Von den Kationen ist am stirksten das H-lon, 
dann das Na-, Ca- und K-Ion wirksam. Es ist fiir die Richtung der 
Wirkung gleich, ob das Kation als Chlorid, Nitrat oder Sulfat angewandt 
wird. 

6. Bei der Beurteilung der optimalen Ionenverhaltnisse muB die 
Gesamtheit der anwesenden Ionenarten beriicksichtigt werden. 

Die Untersuchung wurde mit Unterstiitzung des Japanausschusses 
der Notgemeinschaft der deutschen Wissenschaft (Hoshi-Stiftung) 
ausgefiihrt. 
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Beitrag zur lonenverteilung im Blut. LII. 


Von 


P. Rona, H. Petow und E. Wittkower. 


(Aus der chemischen Abteilung des pathologischen Instituts der Universitit. 


Charité, Berlin.) 


(Eingegangen am 28. Juni 1924.) 


In zwei friiheren Mitteilungen haben wir tiber Versuche berichtet, 
die einen Beitrag zu der Frage nach dem _ physikalisch-chemischen 
Zustande der wichtigsten Ionen im Blutserum bringen sollten. Ins. 
besondere haben wir unsere Aufmerksamkeit darauf gerichtet, welchen 
EinfluB die vorhandenen Eiwei®kérper auf die Diffusibilitat der unter- 
suchten Ionen haben. Unsere Methode war teils die Kompensations- 
dialyse, die nach eingetretenem Gleichgewicht unterbrochen wurde, teils 
die Kompensationsschnelldialyse?). Mittels dieser Methode konnten wir 
zeigen, daB ein EinfluB des EiweiBes im Sinne der Donnanschen 
Theorie nur beim Ca deutlich in die Erscheinung tritt, wihrend Na 
und K’ bei der normalen Reaktion des Serums anscheinend villig 
diffusibel sind. 

I. Im AnschluB an diese Versuche haben wir uns die Aufgabe 
gestellt, den Einflu8 des Himoglobins auf die Verteilung der Kationen 
des Blutes bei der Dialyse zu studieren in der Hoffnung, auf diesem 
Wege einen Beitrag zu dem Problem der eigentiimlichen Verteilung 
der Salze zwischen Serum und Erythrocyten bringen zu kénnen. 

Unsere Methode war auch bei diesen Versuchen die Kompensations 
dialyse. Eine Hamoglobinlésung mit bestimmter (H') wurde gegen eine 
Salzlésung von variabler Zusammensetzung dialysiert, wobei wir bestrebt 
waren, diejenige Konzentration des untersuchten Ions aufzusuchen, mit 
der die Hamoglobinlésung im Gleichgewicht war. Letztere wurde in allen 
Versuchen in folgender Weise hergestellt: Frisches, durch Schiitteln mit 
Glasperlen defibriniertes Pferdeblut wurde durch Zentrifugieren vom Serun 
befreit und die Blutkérperchen gewaschen, fiir die K’- und Ca 
Bestimmungen mit physikalischer NaCl-Lésung, fiir die Na’-Analysen mit 
8proz. Rohrzuckerlésung. Nach Entfernung des Waschwassers wurde der 
Blutkérperchenbrei durch wiederholtes Vereisen und Wiederauftauen 


1) P. Rona und P. Gyérgy, diese Zeitschr. 48, 278, 1913; P. Rona und 
H. Petow, ebendaselbst 187, 356, 1923. 
2) P Rona, F. Haurowitz und H. Petow, diese Zeitschr. 149, 393, 1924 
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himolysiert. Da die so gewonnene Hiamoglobinlésung zu zahfliissig ist, 
ils daB sie mit Pipetten abgemessen werden kénnte, wurde sie mit Phosphat- 
puffern von wechselnder (H’) verdiinnt. Fiir die Ca”- und K’-Versuche 
wurden die Na-Phosphate, fiir die Na’-Bestimmungen die K-Phosphate 
benutzt, und zwar kam sowohl n Phosphorsaéure als auch m/3 primires, 
sekundires und tertiéres Salz zur Verwendung. Von der fertigen Hamo- 
globinlésung wurde eine abgemessene Menge in kleine Glaser gefiillt und 
eine kleine Dialysierhiilse, die eine bekannte Menge der betreffenden Kom- 
pensationsfliissigkeit enthielt, so hineingestellt, daB der Fliissigkeitsspiege! 
innen und auBen nahezu gleich hoch stand. Als Kompensationsfliissigkeit 
diente bei den Na’-Versuchen eine 0,5proz. KCl-Lésung, der wechselnde 
Mengen physiologischer NaCl-Lésung zugesetzt waren, bei den K’- und 
Ca”-Versuchen aber eine physiologische NaCl-Lésung, die KCl bzw. CaCl, 
enthielt. Die Dialyse wurde nach 24 Stunden unterbrochen, nachdem Vor- 
versuche gezeigt hatten, da®B spiter keine Anderung in der Ionen- 
konzentration mehr eintritt. In jedem Versuche wurde die AuBen- und 
Innenfliissigkeit vor und nach der Dialyse auf das betreffende Ion analysiert 
und die (H’) elektrometrisch gemessen. Die Hiamoglobinlésung wurde 
stets verascht, waihrend im klaren Dialysat direkt gefillt wurde. Ca” 
wurde nach de Waard, K’ und Na’ nach Kramer und Tisdall bestimmt, 
wobei wir uns fiir die Na’-Analyse der von Balint und Petow ausgearbeiteten 
Modifikation bedienten. Diese ergab in den neutralen und alkalischen 
Hamoglobinlésungen sehr genaue Werte; bei den sauren aber traten nach 
dem Zusatz des Reagens stérende Flocken auf, und zwar auch dann, wenn 
die Aschenlésung vor der Fiallung alkalisiert worden war. Es hat den An- 
schein, als ob bei saurer Reaktion das Eisen eine stérende Rolle spielt. 
Diese Schwierigkeit konnten wir folgendermaBen iiberwinden: Nachdem 
der wisserige Aschenauszug durch ein quantitatives Filter vom Ungelésten 
befreit worden war, wurde das braunliche Filtrat mit einigen Tropfen 
NH,-Lésung alkalisiert und mit 1 cem konzentrierter Ammonacetatlésung 
versetzt. Der entstehende Niederschlag wurde abfiltriert, das jetzt wasser- 
klare Filtrat im Platintiegel zum Trocknen gebracht, der Riickstand mit 
einer abgemessenen Menge Wasser extrahiert und erneut filtriert. In dem 
so gewonnenen Filtrat konnte die Na-Bestimmung ohne Schwierigkeiten 
ausgefiihrt werden. 

a) Natrium. In allen Versuchen wurden 10 com Himoglobinlésung 
gegen 6,5 ccm Salzlésung dialysiert. Alle Zahlen sind Mittelwerte aus 
Doppelbestimmungen. 

Tabelle I. Natrium. 





Pa der Na mg/Proz. rao Na mg/Proz. 
A 


Hb-Lésung __ ant : ir. Hb-Lésung 
nachher Hiamoglobin| Dialysat nachher Hamoglobin Dialysat 


6,50 16,75 52,90 21 28,87 31,85 
6,54 21,12 48,76 57 44.95 39,34 
6,69 26,80 34,79 7,59 38,75 32,21 
7,12 17,20 18,98 8,29 32,55 27,51 


7,17 11,27 11,73 





Diese Zahlen zeigen deutlich, daB bei saurer Reaktion erheblich 
mehr Na im Dialysat. bei alkalischer Reaktion aber mehr in der Hamo- 
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globinlésung ist. Bei py 7,1 bis 7,2 liegt der Umschlagspunkt. H 
ist die Konzentration des Na innen und auBen gleich. Dieser Punkt 
entspricht dem von Straub und Meier aus CO,-Analysen bestimmiten 
isoelektrischen Punkt des Himoglobins, den diese Autoren bei p,, 7\() 
fanden, wahrend die kataphoretischen Messungen einen mehr im sauren 
bei py 6,78 liegenden isoelektrischen Punkt ergaben. Das Hamoglobin 
beeinfluBt die Diffusibilitaét des Na’ demnach im Sinne eines Donnan. 
gleichgewichtes. 


b) Kalium. Versuchsanordnung wie oben. 


Tabelle II]. Kalium. 








; ues der K mg/Proz. : Pa. der K mg/Proz 

Nr. dsung Nr. Hb-Lésuny a 
“oan Himoglobin _ Dialysat nachher Hiamoglobin | Dualysat 

8 6,27 96,63 163,34 4 7,28 156,63 152,47 
10 6,39 98,55 139,15 6 7,28 145,05 153.2 

9 6,47 135,61 185,31 5 7,30 126,38 135 a 
12 7,19 115,59 114,17 14 7,76 132,84 136.53 
13 7,27 115,87 116,58 17 8,51 119,07 124.96 


Aus der Tabelle II geht hervor, daB zwar bei saurer Reaktion ein 
deutlicher Unterschied in der K’-Konzentration zwischen der Innen- 
und AuBenfliissigkeit besteht, daB aber bei neutraler und leicht alkalischer 
Reaktion ein solcher kaum vorhanden ist. K’ verhiilt sich also auf 
der sauren, nicht aber auf der alkalischen Seite gemaB der Donnanschen 
Theorie. 

Ein ganz ahnliches Verhalten haben wir frither (s. 1. Mitteilung 
beim Natrium im Serum gefunden. Offenbar spielt die Menge des 
Kations hierbei eine groBe Rolle, denn je gréBer die Ionenmenge im 
Vergleich zur EiweiBkonzentration, um so mehr miissen sich nach de: 
Theorie die Donnangleichgewichte verwischen. Auffallend aber bleibt 
die groBe Differenz im sauren Gebiet. 

c) Calcium. Versuchsanordnung wie bei K. 


Tabelle III. Calcium. 














Py der Ca mgProz. Pu der Ca mg|Proz. 
Nr. Hb-Lésung Nr. OEE ee 
nachher Hamoglobin i= Dialy sat nachher Hiamoglobin _Dialysat 
9 6,38 4,20 6,20 16 7,45 4,80 4,70 
24 6,48 2,00 3,80 18 7,49 4.00 4,00 
8 6,50 4,00 5,80 7 7,53 4,00 4,00 
25 6,57 2.80 3,70 20 7,70 4.00 3.50 
10 6,60 3,40 6,00 21 7,97 3,70 3,40 
14 6,67 4,40 | 6,00 2 8,18 3,50 3,20 
13 6,71 4,40 4,80 19 8,33 3,90 3,30 
15 6,87 4,50 5,00 23 8,59 2,60 2,00 
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Die Zahlen der Tabelle III lehren, daB bei saurer Reaktion im 
Dialysat deutlich mehr Ca” vorhanden ist, als in der Himoglobinlésung. 
Bei leicht alkalischer Reaktion aber ist innen und auBen gleich viel Ca, 
und erst bei einer ziemlich niedrigen (H’) ist mehr in der Himoglobin- 
losung. Im sauren Gebiet wirkt das Himoglobin stirker auf die Ca’ - 
Verteilung ein als im alkalischen. Wir finden also eine Art Donnan- 
gleichgewicht, doch scheint die isoelektrische Zone ziemlich weit ins 
alkalische Gebiet zu reichen, denn erst bei py 7,7 macht sich eine Bindung 
des Ca durch das Himoglobin in geringem MaBe geltend. 

II. Nachdem wir so den EinfluB des Himoglobins auf das Diffusions- 
gleichgewicht der Kationen gegeniiber einer wiisserigen Salzliésung 
kennengelernt hatten, schien es uns im Hinblick auf die Verhiltnisse 
im Blute von Interesse, die Verteilung der Ionen zwischen einer Hiimo- 
globinlésung und Serum zu studieren. In einem solchen System sollte 
man ein Donnangleichgewicht erwarten, das dadurch kompliziert ist, 
daB hier zu beiden Seiten der Membran Kolloidionen von verschiedenen 
isoelektrischen Punkten vorhanden sind. 

Im alkalischen Gebiet ist sowohl das Himoglobin als auch das 
SerumeiweiB Anion, beide miissen also Kationen binden. 

Bei py 7,0 ist das Himoglobin entladen, wirkt also nicht auf die 
lonenverteilung. Zwischen py 7,0 und py 5,0 haben die beiden EiweiB- 
arten entgegengesetzte Ladung, wihrend jenseits py, 5,0 im sauren 
Gebiet wieder beide gleichsinnig, jetzt aber positiv geladen sind. In 
welchem AusmaBe diese Verhaltnisse auf die lonenverteilung wirken, 
ist nur durch quantitative Analysen festzustellen. Wir teilen im folgenden 
einige derartige Versuche mit, und zwar von 23 Versuchen je einige 
Beispiele fiir die verschiedenen Aciditatsgrade. Um einen Anhalt fir die 
Konzentration des EiweiBes zu gewinnen, haben wir sowohl im Serum 
als auch in der Haimoglobinlésung den Gesamt-N nach Kjeldahl be- 
stimmt. Die Versuchsanordnung war die oben beschriebene, Einzelheiten 
gehen aus den Protokollen hervor (Versuch 6, 9, 10, 13, 15, 17, 18). 

Die Versuche ergeben, daB unter allen Umstinden, bei allen 
Konzentrationen und allen Ladungszustinden im Serum wesentlich 
mehr Ca” enthalten ist, als in der Himoglobinlésung. Das Ver- 
teilungsverhialtnis liegt etwa zwischen '% und ¥. Dieses eigentim- 
liche Verhalten kann nur durch das Zusammenwirken der beiden 
Kolloide erklirt werden, da jedes allein einer rein wiasserigen Salzlésung 
gegeniiber sich anders verhalt (s. 1. Mitteilung, Tabelle IV bis VIII, 
und oben Tabelle III). Wenn das SerumeiweiB allein wirkte, so miiBten 
sich mit zunehmender Séuerung die Verschiedenheiten der Ca°-Kon- 
zentration immer mehr ausgleichen, bis schlieBlich bei py 5,0 vollige 
Gleichheit eingetreten wire. Umgekehrt miBte, wenn Himoglobin 
allein die Verteilung beeinfluBte, im neutralen und leicht alkalischen 
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Gebiete Gleichheit der Ca”-Konzentration zu beiden Seiten der Membran 
herrschen. Wir miissen daher schlieBen, daB die Verteilung des (a §innen: 
zwischen Serum und Himoglobinlésung etwa so zustande komm: om 

Bei leicht alkalischer Reaktion bindet Himoglobin kein Ca’. §~ — 
wahrend die SerumeiweiBkérper wesentliche Mengen davon festhalte::, 
Bei saurer Reaktion zwischen py 7,0 und 5,0 dagegen wirkt das Hamo-. 
globin stark abstoBend auf das Ca”, wodurch die mit der Anniherung 
an den isoelektrischen Punkt verbundene Abnahme des Ca -Bindungs. 
vermégens der SerumeiweiBe kompensiert wird. Die Verteilung des 
Ca” zwischen zwei EiweiBlésungen ist offenkundig von dem Ladungs. 
zustande beider Komponenten abhingig. Ist dieser gleich, so miissen 
sich die von beiden ausgehenden Wirkungen kompensieren. Das be- 
statigt folgender Versuch mit SerumeiweiB und EiereiweiB (Versuch 23) 

Hier sind zwei EiweiBkérper gegeneinander geschaltet von nahezu 
gleicher Konzentration und nahezu gleichen isoelektrischen Punkten 
Wirkte hier nur das SerumeiweiB, so miBte bei py 6,8 im Serum mehr 
Ca” sein als in der Kompensationsfliissigkeit. Da aber das Eier- 
eiweiB sich in demselben Ladungszustande befindet wie das Serum 
so bindet es ebensoviel Ca”. Die Folge ist, daB sich das Ca” so zwischen 
beiden Lésungen verteilt, als ob gar kein Kolloid vorhanden wiire 

Wir sind somit dem Verstandnis fiir die eigentiimliche Verteilung der 
Kationen zwischen Serum und Erythrocyten insofern ein wenig niher 
gekommen, als wir einsehen konnten, daB die Ca”-Verteilung wesentlich 
abhangig ist von den Eigenschaften der beiden EiweiBkomponenten 
des Gesamtsystems, des Himoglobins einerseits, der Serumeiwei- 
kérper andererseits, und daB die Annahme einer fiir Ca  undurch- 
dringlichen Zellmembran nicht unbedingt notwendig ist fiir die Er- 
klarung der Tatsache, daB sich in den Blutkérperchen so viel weniger 
Ca” findet als im Serum. 

Tabelle IV (Versuch 6). 

Innen: 8 ccm Pferdeserum (stark himolytisch). AuBen: 16 cem Hamoglobin- 


lésung, hergestellt aus 20 ccm konzentrierter Hamoglobinlésung + 10 ccm 
Aqua dest. 


os 
f 





CasMenge NsMenge 
mg|Proz. g/Proz. 
Vor der Dialyse 
a) 116 
8 | aie 
b) Hamoglobinlésung . 16 { ey 
Nach 24 Stunden 
CG OS Se eee 7,5 | «) _ 
8 
3 


a) 2, 


b) Hamoglobinlésung . 16,5 8) 2 
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Tabelle V (Versuch 10). 
Innen: 8cem Pferdeserum. AuBen: 18 ccm Himoglobinlésung, hergestellt 
aus 20 ccm konzentrierter Hiimoglobinlésung + 20 cem Aqua dest. 





Flissigkeits- | ; ; 
menge Ca-Menge N.- Menge Pu 


ccm mg/Proz. giProz. 


Vor der Dialyse 
- { 13,25 
Pe 4d) so © «6 w* 8 13:34 


" = s { 0,34 
Hamoglebinlésung . 18 0.34 


Nach 24 Stunden 

10,45 158 
9,41 1,60 
2.75 2.59 


| 
Hamoglobinlésung 18 275 2.60 


ee eee 8 


Tabelle VI (Versuch 9). 
Innen: 8ccm Menschenserum. AuBen: 15 ccm Hiamoglobinlésung, her- 
gestellt aus 12,5cem konzentrierter Hiamoglobinlésung + 37,5 ccm 
Aqua dest. 





Flissigkeits« | . , 
mengs Ca+Menge NsMenge 


ccm mg/Proz. giProz. 


Vor der Dialyse 
a) Serum 8 11,52 
Wawa a 9 @ 1195 
b) Hamoglobinlésung . 15 0,47 
Nach 24 Stunden 
{ 8,71 ’ | 
Se wt tt 8 891 
| 2,83 : | 
2,85 | 
Tabelle VII (Versuch 13). 
Innen: 7 ccm Pferdeserum. AuBen: 13 com Himoglobinlésung, hergestellt 
aus 15 ccm konzentrierter Hamoglobinlésung + 15 ccm Aqua dest. + 1 cem 
m/3 Phosphatpuffer. 


b) Hamoglobinlésung . 15 7,16 





Flussigkeits- . : 
menge Ca-Menge N-Menge 


ccm mg/Proz. g/Proz. 


Vor der Dialyse 
9 ak 
eee 7 er 
b) Hamoglobinlésung . 3s | ao 
Nach 48 Stunden 
o { 10,59 
; 9,70 
4,57 


a) Serum | 
b) Hamoglobinlésung . is | 457 
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Tabelle VIII (Versuch 15). 


Innen: 7 ccm Pferdeserum. AuBen: 16 ccm Hamoglobinlésung, hergest«|); 


aus 25 ccm konzentrierter Himoglobinlésung + 25 cem Aqua dest. + 1 ccn 





m/3 Phosphatpufferlésung. 


Flissigkeitss : 
menge CasMenge NsMenge Py 
ccm mg)|Proz. giProz. 


Vor der Dialyse 


en gk ew oe . 7 a7 \ 
b) Hamoglobinlésung . 16 iss | 
Nach 24 Stunden 
Rial we: | o7 {| 938 | 188 
b) Hamoglobinlésung 16 { 360 | ras 6,86 








Tabelle IX (Versuch 17). 
Innen: 7 cem Pferdeserum. AuBen: 16 ccm Himoglobinlésung, hergestellt 
aus 16 ccm konzentrierter Hamoglobinlésung + 16 cem Aqua dest. + 3 cen 
m/3 Phosphatpufferlésung. 








Flissigkeits- ae 
menge CasMenge Ns Menge Pu 
com _mglProz. | _ Pro. 
7 Vor der Dialyse 
» { 13,17 
GE: nko) es ee 7 12°57 
a 2,12 
b) Hamoglobinlésung . 16 189 
Nach 24 Stunden 
e 9,10 | 1,53 
2 ae a 7 | 8.50 | 142 
b) Hamoglobinlésung . 16 (| pes — 5,93 
| ’ 9° 


Tabelle X (Versuch 18). 

Innen: 7 cem Pferdeserum. AuBen: 16 ccm Hamoglobinlésung, hergestellt 
aus 17 ccm konzentrierter Hamoglobinlésung + 17 cem Aqua dest. + 3 cem 
m/3 Phosphatlésung. 








CasMenge N-Menge 


men PH 
ee CO ee Oe ee _mg/Proz. =! glProz. 
Vor der Dialyse 
- . 7 
OD EE «ek a es | 7 a7 
7 as . 2,24 
b) Hamoglobinlésung . 16 296 
Nach 24 Stunden 
ian 9,60 1,30 
a) Serum 0 i>-2-. 6 60:14 ‘io mynd 1,35 
b) Hamoglobinlésung . 15,7 rer a | 5,78 


Inne 


— 


a) Se 
b) E 


a) Se 
b) Ei 


wicht 
Na’ f 
beim 
fahig! 
gering 
vom 


Serun 
beein: 
ist al 
zwisc! 


der 1] 
ausge 
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Tabelle XI (Versuch 23). 
Innen: 7 cem Pferdeserum. AuBen: 15 cem HiihnereiweiB, hergestellt aus 
20 cem reinem Hiihnereiwei8 + 15 cem Aqua dest. 





Flissigkeits- . : 
mange CasMenge N-Menge 


ccm mg}Proz. glProz 
Vor der Dialyse 
a 8,80 
a) GOR wt tt 8.90 
b) Eiwei8lésung 5,70 
Pa 4,60 


Nach 24 Stunden 
7 6,98 


b) EiweiBlésung . . | wb an 


a} RA. a oS 


Zusammenfassung. 


1. Es wird der EinfluB des Haimoglobins auf die Diffusibilitat der 
wichtigsten Kationen des Blutes bei verschiedenen (H’) studiert. Bei 
Na’ findet sich Ubereinstimmung mit der Theorie von Donnan. Auch 
beim Ca” stellt sich ein Donnangleichgewicht ein, doch ist die Bindungs- 
fihigkeit des Hiaimoglobins fiir Ca” im leicht alkalischen Gebiet sehr 
gering. Die Verteilung des K’ wird in der vorhandenen Konzentration 


vom Hamoglobin nur in stark saurer Léisung beeinflubt. 

2. Die Verteilung des Ca” zwischen einer Haimoglobinlésung und 
Serum wird von den Eigenschaften beider Komponenten des Systems 
beeinfluBt, und zwar in der Weise, daB stets im Serum viel mehr Ca” 
ist als in der Hamoglobinlésung. Das Verteilungsverhaltnis liegt 
zwischen ¥, und ¥,. 

Die Untersuchung wurde mit Unterstiitzung des Japanausschusses 
der Notgemeinschaft der deutschen Wissenschaft (Hoshi-Stiftung) 


ausgefiihrt. 
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Uber Ather von Polysacchariden mit Oxysduren'). 
Bemerkung zu der Arbeit von J. K. Chowdhury. 


Von 
Wilhelm Weltzien. 
(Eingegangen am 2. Juli 1924.) 


Die Literaturzusammenstellung 8. 76 und 77 enthalt die falsche 
Angabe, Heuser und v. Neuenstein®) hatten eine Trimethylhydrocellulose 
dargestellt. Dem widerspricht die Aussage dieser Forscher auf 8. 94, |. ¢. 
,».-. aber weder die Methylierung der Hydrocellulose mit Jodmethy! und 
Natronlauge oder mit Jodmethy! und Silberoxyd im Bombenrohr, noch 
die mittels Diazomethan fiihrten zu einem Triprodukt*. Wohl enthielt 
die genannte Arbeit Angaben iiber Methylate mit mehr als 2O0C H3-Gruppen 
pro Cy, Heuser und v. Neuenstein sprechen dieselben aber selbst als ab- 
gebaut an. Auch in ihrer sp&teren Veréffentlichung*) behandeln sie nur 
die Dimethyl-hydrocellulose als echtes Derivat der Hydrocellulose. Herr 
Chowdhury hat auBerdem meine, in der Abhandlung Hess, Weltzien und 
Messmer ,,Uber Cellulose“*) mitgeteilten Versuche nicht erwahnt. Hier 
wurde tiber das Methylierungsprodukt der der Cellulose erheblich naher 
stehenden alkaliléslichen Cellulose A berichtet, das nahezu 30C H,-Gruppen 
pro C, enthalt. Da in der angefiihrten Abhandlung das Verhaltnis von 
Cellulose A zur Hydrocellulose von Heuser und v. Neuenstein klargelegt 
ist, ist es unverstandlich, warum Herr Chowdhury diesen Fortschritt nicht 
beriicksichtigt. 

1) Diese Zeitschrift 148, 77, 1924. 

*) Cellulosechemie 8, 92, 101, 1923. (Das Zitat bei Chowdhury ist 
unrichtig. ) 

%) B. 56, 1242, 1923. 

*) Ann. 485, 76, 1923. 
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Die Salzhydrolyse der Stirke. 
IV. Mitteilung: 
Hydrolyse durch Blutfarbstoff und pflanzliche Peroxydasen. 


Von 
W. Biedermann und C. Jernakoff. 
(Aus dem physiologischen Institut zu Jena.) 


(Eingegangen am 12. Juli 1924.) 


In der letzten Mitteilung') wurde der Nachweis geliefert, daB 
Amylose durch anorganische, nach Art von Oxydasen bzw. Peroxydasen 
wirkende Katalysatoren bis zu Zucker abgebaut wird, wobei die 
Schnelligkeit, mit der die Hydrolyse erfolgt, im allgemeinen der oxy- 
dierenden Kraft des Katalysators entspricht. Dies legt die Frage nahe, 
ob nicht auch natiirliche, organische Oxydasen auf Starke in gleicher 
Weise einzuwirken imstande sind. 

Bekanntlich enthalten die roten Blutkérperchen der Wirbeltiere 
einen wohlcharakterisierten chemischen Katalysator, das Hdmoglobin, 
welches alle Eigenschaften einer echten Peroxydase besitzt, und zwar 
gilt dies ebensowohl vom Oxyhimoglobin wie vom Methimoglobin, 
CO-Hamoglobin, Hamatin und Hamin. 0. v. Fiirth und £. v. Czyhlarz*) 
waren allerdings auf Grund einer Untersuchung, bei welcher mittels 
eines spektrophotometrischen Verfahrens die oxydative Bildung von 
Malachitgriin aus seiner Leukobase verfolgt wurde, zu der Uberzeugung 
gelangt, ,daB das peroxydaseihnliche Verhalten des Blutfarbstoffs und 
die Wirkung der echten tierischen (und pflanzlichen) Peroxydasen als 
grundsitzlich differente Erscheinungskomplexe zu deuten sind, die 
voneinander auf das schirfste unterschieden werden miissen“. Hin- 
gegen haben J.Wolff und ZL. de Stoecklin*) den Nachweis geliefert, 
da8 zwischen Oxyhimoglobin und pflanzlicher Peroxydase kein Unter- 
schied in der peroxydatischen Wirkung besteht, und zu demselben 
Ergebnis gelangten auch Willstdtter und Stoll‘). Auch sie fanden das 


1) Diese Zeitschr. 149, 309, 1924. 

*) Beitr. z. chem. Physiol. u. Patholog. 10, 1907. 

3) C. r. 151, 483, 1910; Ann. Inst. Pasteur 25, 313, 1911. 
*) Liebigs Ann. 416, 21, 1917. 
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Hamoglobin ,,in der Art der Wirkung auf Hydroperoxyd und oxydable 
Stoffe mit der Peroxydase (des Meerrettichs) ibereinstimmend*, und 
nur hinsichtlich der GréBenordnung seiner peroxydatischen Wirksamke it 
von dem Enzym verschieden. Mit Oxyhimoglobin wurde nur '/,,,, 
der Ausbeute an Purpurogallin erhalten, wie mit derselben Meng 
Meerrettichperoxydase von etwa gleichem Eisengehalt. Es ist, wie sich 
Willstdtter ausdriickt, ,,das Hamoglobin als Peroxydase ein schlechtervs 
Enzym, niémlich eine Peroxydase von etwa 10000- bis 30000mal 
schwicherer Wirkung als pflanzliche Peroxydase in den besten bisher 
dargestellten Praparaten, deren Eisengehalt nur noch gering ist‘. Auf 
den ersten Blick kénnte man meinen, ein fundamentaler Unterschied 
zwischen Blutfarbstoff und echten Peroxydasen sei in der weitgehenden 
Thermostabilitét des ersteren gegeben, und A. Bach und J. Zubkowa') 
haben in der Tat daraufhin wieder die Ansicht zu begriinden versucht, 
daB ein besonderes peroxydatisches Enzym das Oxyhaimoglobin im 
Blute begleitet. Sie stiitzten sich dabei, wie vorher schon Moitessier*), 
auf die Tatsache, daB die oxydative Wirkung des Hydroperoxyds 
ebenso durch gekochtes, wie durch frisches Blut beschleunigt wird 
Dies halten sie aber nur insofern fiir richtig, als tatsichlich unverdiinntes 
Blut nach Erhitzen zum Kochen seinen beschleunigenden Einflu8 auf 
die H,O,-Wirkung beibehalt. Wird aber Blut auf das 1000fache ver- 
diinnt, so wirkt es noch beschleunigend im frischen Zustande, wird 
aber véllig inaktiv nach Aufkochen. Willstditer halt die Ausfiihrungen 
von Bach nicht fir stichhaltig (l.c.): ,,Vergleicht man die peroxy- 
datische Wirkung einer Oxyhimoglobinlésung in frischem Zustande 
und nach kurzem Aufkochen, so findet man-sie nicht unverindert, 
sondern beispielsweise auf ein Achtel vermindert. Wird nun das Blut 
oder die Lésung von reinem Oxyhimoglobin sehr stark verdiinnt, so 
kann die peroxydatische Wirkung noch zum Nachweis hinreichen, 
aber nicht mehr nach der Schwichung durch Erhitzen.“ Fiir das 
Vorkommen einer spezifischen Peroxydase neben dem Blutfarbstoff 
konnte er keinerlei Anhaltspunkte finden. Wéillstdtter verdanken wir 
auch die Kenntnis der interessanten Tatsache, daB die peroxydatische 
Kraft des Blutfarbstoffs je nach der Tierart wechselt, also spezifische 
Verschiedenheiten darbietet. Es diirfte dies darauf beruhen, ,,daB die 
wirksame prosthetische Gruppe in ihrer Wirkung von der Assoziation 
mit dem Globinmolekiil abhingt“ ..., ,,die peroxydatische Wirkung 
der mit verschiedenen Globinkomplexen verbundenen eisenhaltigen 
Farbstoffgruppen unterliegt Abstufungen, das an die Oxyhimoglobine 
adsorbierte Hydroperoxyd wird in wechselndem MaBe aktiviert.“ 
1) Diese Zeitschr. 125, 283, 1921/22. 
2) C. r. Soc. Biol. 57, 373, 1904. 
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Wenn man mit Willstdt#er das Oxyhimoglobin an und fiir sich als 
peroxydatisches Ferment auffaBt, so ist doch nicht zu verkennen, 
da8B dann einem Trager fermentativer Wirkungen Eigenschaften zu- 
kommen, die man bisher mit der Natur eines Ferments nicht fiir ver- 
einbar hielt. Denn wenn auch manche pflanzliche Peroxydasen sich 
durch eine erstaunliche Widerstandsfahigkeit gegen hohe Temperaturen 
auszeichnen, so gilt dies doch noch in ungleich héherem Grade fir 
den Blutfarbstoff, und dies wird begreiflich, wenn man beriicksichtigt, 
daB die eigentlich wirksame Gruppe das eisenhaltige Pigment ist, 
welches ja sowohl chemischen wie physikalischen Einwirkungen gegen- 
iiber nur wenig empfindlich ist. Tatsichlich gelingt es nicht, eine 
Hamoglobinlésung durch noch so langes Kochen so weit zu verindern, 
daB sie peroxydatisch véllig unwirksam wiirde, und zwar auch dann 
nicht, wenn es sich um duBerst verdiinnte Lésungen handelt. Nach 
Madelung") ,,besitzen die bei vorsichtiger Zersetzung des Hamoglobins 
wie bei der Selbstverdauung sich bildenden Spaltprodukte annihernd 
die gleiche (?) Wirksamkeit wie frisches Himoglobin“, und Wolff und 
Stoecklin (1. c.) haben auch fiir Hdmatin sehr starke katalytische Wirk- 
samkeit nachgewiesen. Desgleichen konnten v. Fiirth und Czyhlarz (1. c.) 
feststellen, daB Hdmin (aus Pferdeblut nach Moerners Verfahren dar- 
gestellt) noch in einer Verdiinnung von 1: 100000 und Hdmatin (aus 
Himin durch Lésung in verdiinnter NaOH-Lauge und Fallen mit 
Essigsaure gewonnen und dann mit Hilfe von etwas Alkali in Wasser 
gelést) sogar in Verdiinnung von 1: 200000 noch deutlich mit Guajak 
reagierte. 

Vergleichende Messungen der peroxydatischen Wirkung des Hamo- 
globins und seiner Derivate liegen zurzeit nicht vor; man darf aber 
wohl auf Grund des Verhaltens gekochter Himoglobinlésungen mit 
Sicherheit schlieBen, daB der Farbstoffkomponente an sich nicht die 
volle peroxydatische Kraft des Hamoglobins zukommt. Eine Lésung 
von Blutfarbstoff in destilliertem Wasser, die so verdiinnt ist, dab 
sie im Reagenzglase nur ganz bla8 rétlich erscheint, gibt, wenn man 
eine kleine Menge davon in einem Uhrglase mit 1 oder 2 Tropfen 3 proz. 
H,O, und etwas Guajaktinktur versetzt, sofort intensive Blaufarbung. 
Beim Erhitzen bis zum Sieden triibt sich die Lésung stark, ohne da 
es zunichst zur Ausscheidung sichtbarer Fléckchen kommt; dabei 
indert sich die Farbe in Gelbbritunlich. In welchem MaBe dann die 
Guajakreaktion beeintrichtigt erscheint, hiangt einerseits von der 
Kochzeit, andererseits aber von der Konzentration der Farbstofflésung 
ab. Die Schidigung der peroxydatischen Wirkung macht sich nicht 
so sehr durch eine geringere Intensitét der Firbung bemerkbar, 


1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 71, 232, .1911. 
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als durch mehr oder weniger verzégerten Eintritt derselben. Nach 
langerem Kochen kann es mehrere Minuten dauern, ehe die blaix 
Farbung voll entwickelt ist, doch ist dies nur dann der Fall, wenn dic 
Lésung so verdiinnt war, daB sie kaum noch gelblich erscheint. Das 
Verhalten gekochter Blutlésungen legt die Frage nahe, ob nicht auch 
eine Suspension von méglichst fein in Wasser verteiltem Himatin 
oder Hamin eine positive Guajakreaktion zu geben vermag. In de: 
Tat farbt sich eine Mischung von Himatinpulver mit Wasser, etwas 
H, O, und Guajaktinktur nach wenigen Minuten blau, und zwar zuniichst 
in unmittelbarer Nahe der Himatinpartikel. Nach etwa einer halben 
Stunde hat sich dann in der Regel ein so intensives Blau entwicke!t. 
wie man es mit Haimoglobinlésungen gleich unmittelbar nach Zusatz 
von Guajak und Peroxyd entstehen sieht. Mit Haminkristallen erhielten 
wir ein ganz entsprechendes Resultat. Einer kleinen Menge der in 
destilliertem Wasser aufgeschwemmten Kristallchen wurden in einem 
Uhrglase ein Tropfen 3proz. H,O, und etwas ganz frisch bereitete 
Guajaktinktur zugesetzt und gut durchgeriihrt. In der triibgelblichen 
Harzemulsion bilden sich bei Zimmertemperatur sehr bald durch 
Agglutination der Kristillchen gréBere und kleinere braunschwarze 
Kliimpchen, in deren Innerem, wie in der nichsten Umgebung, schon 
nach wenigen Minuten eine bliuliche Fiarbung bemerkbar wird, dic 
sich dann immer starker und reiner entwickelt. Jedes solches am 
Rande gelegene Kristallaggregat wird alsbald zum Ausgangspunkt 
blauer Schlieren, die nach der Mitte des Uhrglases hinilieBen. Es macht 
den Ejindruck, als ob die Kristallchen sich teilweise listen und die 
Lésung sich dann blaute. Macht man den Versuch in der Warme. 
indem man das Uhrglas auf einen von unten geheizten Teller stellt, 
so tritt die Blaufarbung auf Zusatz von Guajak und H,0O, sofort ein 
und die ganze Filiissigkeit erscheint gleichmaBig gefiirbt. Kontroll- 
proben ohne H,0O, zeigen unter diesen Umstiinden zwar auch nach 
einiger Zeit Spuren von Blaufairbung, aber doch nur so schwach, dali 
man sie um so weniger auf das Himatin beziehen darf als auch reincs 
destilliertes Wasser sich in der Wiarme bei Zusatz von Guajaktinktur 
nach einiger Zeit deutlich bliulichgriin fairbt. Schon vor langerer Zeit 
haben J. A. Gardner und G. A. Buckmaster!) nachgewiesen, daB Hamin- 
kristalle durch H,O, angegriffen und schlieBlich gelést werden. Man 
wird also wohl kaum fehlgehen, wenn man die positive Guajakreaktion 
im vorliegenden Falle auf das bei der Oxydation des Himins durch 
H,0, frei gewordene Eisen bezieht und nicht auf eine katalytische 
Wirkung der ungelésten Kristalle, obgleich diese, wie wir sehen werden. 
eine solche unter Umstinden doch ausiiben kénnen. 


1) Journ. of Physiol. 85, 1906/07; XX XIII, Proc. of the Physiol. S:« 
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Obschon das Hdmoglobin nur eine schwache Peroxydase ist, vermag 
es doch nicht nur die Salzhydrolyse zu beschleunigen, sondern sogar fiir 
sich allein Amylose zu hydrolysieren, und zwar noch in hochgradiger 
Verdiinnung. Die Kochsalzhydrolyse wird selbst durch sehr kleine 
Mengen von Oxyhamoglobin stark beschleunigt, welches dann offenbar 
wie das Kochsalz seibst im Sinne einer direkten Oxydase mit Hilfe 
molekularen Sauerstoffs wirkt. Wir haben Lésungen sorgfiltig ge- 
waschener Blutkérperchen oder solche von reinem kristallisierten 
Hamoglobin verwendet, die so verdiinnt waren, daB sie im Reagenz- 
glase im durchfallenden Lichte kaum noch rétlich erschienen. Da 
einer Probe von 3 ccm 0,5proz. Amylose + 3 ccm 2proz. NaCl-Lésung 
immer nur leem der Farbstofflésung zugesetzt wurde, so war die 
Mischung kaum merklich gelblich gefarbt. Trotzdem war der Unter- 
schied der Reaktionszeit im Vergleich zu einer Probe ohne Zusatz von 
Hamoglobin sehr auffallend. Der folgende Versuch zeigt dies sehr 
deutlich: 

Probe a: 3ccm 0,5proz. Amylose + 3ccm 2proz. NaCl-Liésung 

+ leem Himoglobinlésung. 

Probe b: Ebenso ohne Himoglobin. 

Beide Proben werden nach kurzem Schiitteln mit Luft bei einer 
Temperatur von 40° gehalten. Schon nach einer halben Stunde reagiert 
amit Jod blauviolett, b noch rein blau. Nach 2 Stunden ergibt die 
Tropfenprobe bei a rot, bei b blauviolett. Nach im ganzen 3 Stunden 
hat a den achromischen Punkt erreicht, wahrend b erst Rot ergab. 
Die Hamoglobinlésung wurde nun im Reagenzglase kurz aufgekocht, 
wobei sie sich schmutzig gelblich farbte und triibte. Nach Durch- 
schiitteln mit Luft wurden wieder zwei Proben wie vorher gemacht. 
Obschon die gekochte, unfiltrierte Lésung mit Guajak wesentlich 
schwacher (und spiter) reagierte, ergaben die beiden Proben doch 
ein mit dem friiheren nahezu iibereinstimmendes Resultat: Hs wurde 
die Salzhydrolyse durch die aufgekochte Hdmoglobinlésung fast ebenso 
beschleunigt wie durch die normale. Da jene beim Stehen sich vollstindig 
klarte und ein gelblich gefirbtes feinflockiges Sediment absetzte, so 
wurde gepriift, ob, wie zu vermuten war, die katalytische Wirkung 
nur an den mit Himatin beladenen Fléckchen von koaguliertem EiweiB 
haftet oder auch dem Wasser, in welchem diese suspendiert sind, zu- 
kommt. Es wurden also abermals zwei Proben von je 3 ccm Amylose 
und ebensoviel 2proz. NaCl-Lésung hergestellt, von denen die eine 
einen Zusatz von 1 ccm des ganz klaren, farblosen Filtrats der gekochten 
Himoglobinlésung erhielt, wihrend der anderen ebensoviel von einer 
Suspension der auf dem Filter zuriickgebliebenen EiweiBfléckchen in 
destilliertem Wasser beigemischt wurde. Der Versuch lieferte eine 
volle Bestaétigung der gemachten Voraussetzung: das Filtrat erwies 
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sich vollkommen wirkungslos, wihrend der aufgeschwemmte Nieder- 
schlag sich wie friiher wirksam zeigte. Das Verhalten der betreffenden 
Probe entsprach durchaus dem der Probe a des ersten und zweiten 
Versuchs. Die katalytische Wirkung ist also nicht notwendig an dic 
Bedingung gekniipft, daB der Blutfarbstoff sich im Zustande der Lésung 
befindet, sondern er kann, wie dies ja auch von Fermenten bekannt ist, 
auch an indifferenten Stoffen haftend, seine Wirkung entfalten. Es war 
daher zu vermuten, daB die Salzhydrolyse auch durch Suspensionen 
von fein verteiltem Hdmatin oder Haémin in Wasser beschleunigt werden 
kann. Dies ist nun in der Tat der Fall. Setzt man einer Mischung 
von 3cem 0,5proz. Amylose und ebensoviel 2proz. NaCl-Lésung gut 
gewaschene Haminkristalle zu, bis die Suspension schwirzlich erscheint, 
und halt die einige Minuten mit Luft geschiittelte Probe dann bei 40”, 
so zeigt sich beim Vergleich mit einer zweiten ebensolchen ohne Himin- 
zusatz schon nach verhaltnismaBig kurzer Zeit ein sehr deutlicher 
Unterschied bei Zusatz von Jod. Wéihrend die himinfreie Lésung 
nach etwa einer halben Stunde noch rein blau reagiert, ergibt die andere 
schon Violett. Nach 2 bis 3 Stunden ist letzterenfalls meist schon der 
achromische ‘Punkt zu konstatieren, waihrend die reine Amylose-Salz- 
mischung dann in der Regel erst violett reagiert. Da es sich nicht um 
eine Himinlésung, sondern um eine Aufschwemmung fester Teilchen 
handelt, auf deren Wechselwirkung mit dem Substrat es in erster Linie 
ankommt, so ist es fiir das Gelingen des Versuchs wesentlich, dafiir 
Sorge zu tragen, daB die betreffende Probe davernd durchgerihrt wird, 
da sonst die Kristallchen rasch sedimentieren. Das gleiche gilt natiirlich 
auch fiir den Fall, daB man mit Hamatinpulver experimentiert. 
Wenn die Salzhydrolyse durch Zusatz irgend einer Substanz be- 
schleunigt wird, so kann dies entweder darin seinen Grund haben. 
da8B ein an und fiir sich unwirksamer Stoff lediglich als ,,Aktivator’ 
fungiert, oder aber es vermag derselbe schon seinerseits hydrolysierend 
zu wirken, und in diesem Falle handelt es sich dann _natiirlich 
einfach um eine Summation der Wirkung. Das erstere gilt beispiels- 
weise fiir den EinfluB, den ein Zusatz von Aminosiuren oder ge- 
wissen Albumosen ausiibt, wihrend der Blutfarbstoff und seine Derivat: 
auch ohne die Anwesenheit gewisser Salze oder Salzmischungen Stark 
zu hydrolysieren imstande sind, wenn nur molekularer Sauerstoff vor- 
handen ist. Da sich Hamoglobin durch eine auBerordentliche Farbe- 
kraft auszeichnet, so erscheint die Anwendung konzentrierterer Lésungen 
bei derartigen Versuchen ausgeschlossen, da sonst die Jodreaktion 
zu sehr beeintrichtigt oder ganz unméglich gemacht wird. Man mui 
daher bei der an sich nur geringen Intensitét der Wirkung mit Reaktions- 
zeiten von mehreren Stunden rechnen, so daB ein Zusatz von etwas 
Chloroform oder Thymol immerhin zu raten ist. Wir haben sowohl 
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Losungen von frisch dargestellten Hamoglobinkristallen, wie auch solche 
yon einem von Merck in Form schwarzer glinzender Blattchen be- 
zogenen Hiamoglobinpraparat und endlich Suspensionen von Himin- 
kristallen benutzt. Vermischt man 3ccm 0,5proz. Amylose mit dem 
gleichen Volumen stark verdiinnter (noch rétlicher) Himoglobinlésung 
und schiittelt dann einige Minuten mit Luft, so tritt starke Schaum 
bildung ein, was aber nur von Vorteil ist, da so die Beriihrungsfliche 
der Flissigkeit mit Luft sehr vergréBert wird. Im Thermostaten bei 
etwa 40° findet man die Jodreaktion sehr bald violett, und nach 4 bis 
5 Stunden ist der achromische Punkt meist erreicht. Selbstverstandlich 
wurden stets Kontrollproben ohne Haimoglobin, sonst.aber von gleicher 
Zusammensetzung eingestellt, die dann auch nach 12 Stunden noch 
blaue Jodreaktion ergaben. Wenn man zweifeln durfte, ob bei den 
friher erwihnten Versuchen mit Hdminkristallen unter Zusatz von 
etwas H,O, die Starkehydrolyse wirklich auf eine katalytische Wirkung 
der ungelésten Kristallchen zu beziehen ist, so darf dies im vorliegenden 
Falle als sicher gelten. Eine vorerst noch einige Minuten mit Luft 
geschiittelte Mischung von 3ccm 0,5proz. Amylose und ebensoviel 
einer dichten Suspension von Haminkristallen in destilliertem Wasser 
in dimner Schicht auf dem Boden einer gut verschlieBbaren Glasdose 
ausgegossen, ergibt bei 40° meist schon nach 2 bis 3 Stunden den 
achromischen Punkt. Da die Kristillchen in Wasser véllig unléslich 
sind, so kann die Hydrolyse wohl nur als eine Folgewirkung von ad- 
sorbiertem molekularen Sauerstoff gedeutet werden. 

Wiahrend die meisten peroxydaseihnlichen, anorganischen Kata- 
lysatoren oxydable Substanzen, auf die sie zu wirken vermégen, wie 
Guajak, Pyrogallol und andere, nicht nur in Gegenwart von H,0,, 
sondern, allerdings schwicher, auch ohne Peroxyd oxydieren, also 
zugleich als Peroxydasen und direkte Oxydasen fungieren kénnen, 
bewirken Himoglobin und seine Derivate Blauung von Guajakharz 
nur im Beisein von H,O, und sind ginzlich unfahig, diese Reaktion 
mit molekularem Sauerstoff herbeizufihren. Dagegen vermégen sie 
nach den mitgeteilten Erfahrungen Amylose im Beisein von Sauerstoff 
ohne H,O, zu hydrolysieren, was wieder manche anorganische Kata- 
lysatoren trotz stirkster peroxydatischer Wirksamkeit (Fe- und Cu- 
Salze) nicht zu leisten imstande sind. Der Blutfarbstoff gleicht hierin 
Mangansalzen sowie den Chloriden, Bromiden, Nitriten und Rho- 
daniden der Alkali- und Erdmetalle, und bildet so gewissermaBen die 
Briicke zwischen den anorganischen QO-iibertragenden Katalysatoren 
und den organischen echten Peroxydasen, deren Verhalten gegen 
Amylose ein durchaus iibereinstimmendes ist. 

Der Nachweis ist aber in diesem Falle nicht so einfach zu fihren, 
weil die betreffenden Fermente anscheinend immer von Diastase be- 
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gleitet vorkommen. Wenigstens wurde eine solche doppelsinniy 
Wirkung bisher gewéhnlich so gedeutet. Da nun die Reindarstelluny 
von Peroxydasen sehr umstiindlich ist und bis jetzt nur in einem ejn- 
zigen Falle (Meerrettichperoxydase) von Willstdtter durchgefithrt wuric 
so sieht man sich genétigt, die Siifte oder Sekrete mit peroxydatischer 
Wirkung so zu benutzen, wie sie die natirlichen Objekte bieten, und 
dann ist die Entscheidung auBerordentlich schwer. Wir muBten daher 
vor allem darauf bedacht sein, die diastatische Wirkung, wenn méglich 
ohne Stérung der peroxydatischen auszuschalten. Ein Weg hierzu 
schien in der schon bekannten weitgehenden Widerstandsfahigkeit 
vieler Peroxydasen gegen hohe Temperaturen gegeben zu sein, ca 
typische Diastasen (Amylasen) durch Kochen zwar nicht véllig zerstért 
aber doch schwer geschiidigt werden. Wenn es geliinge, auf diesem 
Wege einer Fermentlésung ihre amylolytische Kraft bis auf geringe 
Reste ohne wesentliche Schidigung der peroxydatischen Wirkung zu 
rauben, so wire offenbar damit in hohem Grade wahrscheinlich gemacht, 
daB den beiden Wirkungen je ein besonderes Enzym zugrunde liegt. 
Sollte sich aber herausstellen, daB eine peroxydasehaltige Lésung auch 
nach dem Erhitzen noch wenig oder gar nicht verminderte diastatische 
Wirkungen auszuiiben vermag, wie man sie sonst an derartig behandelten 
Amylaselésungen nicht zu beobachten pflegt, so durfte man mit grofer 
Wahrscheinlichkeit ein ahnliches Verhalten wie beim Blutfarbstoff 
voraussetzen. 

Wir haben zunichst zwei der bekanntesten pflanzlichen Per- 
oxydasen, die der Kartoffelknolle und die des Meerrettichs, gepriift 
Nach der herrschenden Ansicht enthalten Kartoffeln sowohl Oxydase 
wie Peroxydase, da der frische PreBsaft Guajakharz auch ohne Zusatz 
von H,0, bliut. Doch hat, wie schon in der letzten Mitteilung erwihnt 
wurde, Griiss, auf gewisse Versuche gestiitzt, LEinheitlichkeit der 
Kartoffeloxydase angenommen. Am reichlichsten findet sie sich in 
den unmittelbar unter der braunen Rinde gelegenen Schichten, und 
man erhaélt daher eine gut wirksame Lisung am besten aus den zer- 
kleinerten Schalen, die, mit Seesand zerrieben und 1 bis 2 Tage mit 
Wasser tibergossen, einen braun gefirbten Extrakt liefern, welcher, 
frisch untersucht, sich bei Zusatz von Guajaktinktur sofort stark bliut. 
diese Fahigkeit aber im Laufe der Zeit verliert und dann nur Per- 
oxydasereaktion gibt, d. h. in Gegenwart von H,O, Bliuung der Harz- 
emulsion bewirkt. Setzt man dem Extrakt etwas Chloroform zu, +0 
bleibt diese Wirkung wochen- und monatelang in unveranderter Starke 
erhalten. Die Blaufirbung ist so intensiv, daB sie selbst in dunke!- 
braunen Extrakten diese Grundfarbe ganz tiberdeckt. Héchst eigen- 
artig ist nun das Verhalten solcher Lésungen beim Erhitzen. Steigert 
man die Temperatur nicht tiber 90°, so l4Bt sich eine unmittelbar merk- 
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liche Verminderung der peroxydatischen Wirkung auf Guajak kaum 
nachweisen, und die Mischung farbt sich fast ebenso schnell und intensiv 
blau wie vorher. Dagegen wird schon durch kurzes Aufkochen einer 
solchen Lésung die oxydierende Wirkung stark verzégert, und man 
kénnte denken, sie sei ganz aufgehoben; dies ist aber doch nicht der 
Fall, denn nach ' bis 1 Stunde farbt sich die triibe Harzemulsion 
blaB griinlichblau. Kocht man aber linger, so scheint die peroxydatische 
Wirkung tatsichlich véllig vernichtet zu sein, denn auch nach stunden- 
langem Stehen einer solchen, in gewoéhnlicher Weise hergestellten 
Guajakprobe tritt keine Spur von Farbung ein. Jn Wirklichkeit hat 
aber auch in einem solchen Falle keine irreversible Zerstérung der Per- 
oxydase statigefunden, denn es gelingt leicht, eine fast vollstdndige Regene- 
ration derselben einfach dadurch zu erzielen, dag man die Fliissigkeit 
in diinner Schicht auf den Boden einer verschlieBbaren Glasdose ausgiept 
und, vor Verdunstung geschiitzt, stehen laBt. Unter dem EinfluB des 
Luftsauerstoffs tritt dann allmaihlich im Laufe mehrerer Stunden eine 
so weit gehende Wiederherstellung der peroxydatischen Wirkung ein, 
daB man ohne genauere Messung einen Unterschied gegeniiber der 
ungekochten Lésung nicht zu konstatieren vermag. Es ist bemerkens- 
wert, daB dieser Vorgang unter allen Umstinden eine lingere Zeit 
beansprucht und auch nicht wesentlich beschleunigt wird, wenn man 
die anhaltend gekochte, unwirksam gewordene Fermentlésung mit Luft 
schiittelt. DaB es aber wirklich nur der Sauerstoff ist, der die ,,Regene- 
ration bewirkt, geht tiberzeugend daraus hervor, dab dieselbe vdéllig 
ausbleibt, wenn man die gekochte Lésung sofort mit Ol iiberschichtet. 
Man sieht sich daher zu der Annahme gedringt, daf das an sich thermo- 
stabile Ferment nur in Verbindung mit Sauerstoff wirksam ist, d. h. als 
Peroxydase zu fungieren vermag. Diese Verbindung wird offenbar 
erst durch Kochen gelést, wihrend sie bei einer Temperatur von 80 
bis 90° noch verhialtnismaBig bestindig ist. 

Man erinnert sich hier an das ganz ahnliche Verhalten des Speichel- 
ferments, bei welchem die Regeneration nach dem Erhitzen auf 80 
bis 90° durch Schiitteln mit Luft schon in kurzer Zeit bewirkt werden 
kann, was um so mehr auffallt, als die amylolytische Wirkung hier 
zunichst so auBerordentlich stark ist und der Abfall infolge des Er- 
hitzens sich demgem&B in ungleich stiarkerem Mae geltend macht 
(vgl. diese Zeitschr. 129, 582, 1922). 

Ganz wie die Kartoffelperoxydase verhilt sich nun auch die des 
Meerrettichs. Wir haben zuniachst nur einfache Wasserextrakte von 
fein zerriebenen Wurzeln benutzt. Nach der ersten Zerkleinerung auf 
einem Reibeisen wurde die Masse unter Zusatz einer kleinen Menge 
destillierten Wassers noch mit Seesand in einer Reibschale tiichtig 
verrieben und dann so viel Wasser zugegossen, daB ein dinnfliissiger 
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Brei entstand. Nach 24 Stunden wurde abgepreBt und die Extrakt ion 
noch einmal in gleicher Weise wiederholt. Der leicht getriibte farblo« 
wisserige Auszug bleibt bei Chloroformzusatz wochenlang gut wirksaim 
Versetzt man in einem Uhrglase eine kleine Menge der Fliissigk: it 
mit 1 bis 2 Tropfen H,O, (3proz. Lésung) und gieBt ein wenig frisch 
bereiteter Guajaktinktur zu, so entsteht momentan eine intensiy 
dunkelblaue Farbung, wihrend ohne Peroxyd die triibe Harzemulsion 
ihre gelbliche Farbe erst nach stundenlangem Stehen in ein blasses 
Griinlichblau andert. Wie das Kartoffelferment, ist auch die Meer- 
rettichperoxydase in erstaunlichem MaBe widerstandsfihig gegen hohe 
Temperaturgrade. Erhitzt man die wiasserige Lésung in einem Reagenz- 
glase im Wasserbade auf 80 bis 90°, so zeigt sich unmittelbar nachher 
bei Anstellung der Guajakprobe kaum eine Verminderung der Wirkung 
Erst nach langerem Aufenthalt im kochenden Wasserbade (10 bis 
15 Minuten) bleibt die Reaktion ganz aus. 

In welchem Grade aber die durch Kochen fiirs erste ganz unwirksam 
gewordene Peroxydaselésung sich wieder zu regenerieren vermag, ergibt 
sich aus folgendem Versuch. 

Es wurden etwa 20ccm eines sehr wirksamen Wasserextraktes 
10 Minuten lang im Wasserbade gekocht. Eine gleich nachher gemachte 
Probe mit Guajak und H,O, zeigte auch nach Stunden keine Spur 
von Farbung. Die eine Hilfte des gekochten Extraktes wurde gleich 
mit Ol tiberschichtet, die andere aber auf den Boden einer gut ge- 
reinigten Glasdose in dinner Schicht ausgegossen und blieb dann gut 
verschlossen bei Zimmertemperatur stehen. Schon nach 3 bis 4 Stunden 
laBt sich eine merkliche Regeneration konstatieren, und eine am nachsten 
Tage entnommene Probe ergab mit Guajak und H,0O, eine schén 
Blaufarbung, die sich allerdings nicht wie bei einem frischen Extrakt 
unmittelbar nach dem Zusatz der Harzlésung entwickelt, sondern erst 
in einigen Minuten ihre maximale Intensitat erreicht; schlieBlich war 
aber bei noch laingerem Zuwarten ein Unterschied gegeniiber einer 
ungekochten Probe desselben Extraktes tiberhaupt nicht mehr 7u 
bemerken. Um so gréBer war daher der Gegensatz zu dem Verhalten 
der unter Ol ebensolange aufbewahrten Portion. Die mit der Pipette 
unter der Olschicht aufgesaugte Fliissigkeit wurde im Uhrglase ganz 
wie die andere Probe mit H,O, und Guajaktinktur versetzt — es trat 
auch nach Stunden keine Spur von Farbung ein. 

Durch die groBe Liebenswiirdigkeit des Herrn Kollegen Willstat/c 
stand uns eine kleine Probe gereinigter, auBerordentlich wirksan! 
Meerrettichperoxydase zur Verfiigung. Die dunkelbraunen Kérnchen 
quollen bei Zusatz von destilliertem Wasser auf und ergaben eine in 
konzentriertem Zustande gelbliche Lésung, die selbst noch in héchster 
Verdiinnung intensive Guajakreaktion gab. Wiahrend sonst in der 
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‘egel die Widerstandsfahigkeit von Fermenten gegen héhere Tem- 
peraturgrade um so geringer zu sein pflegt, je mehr dieselben von fremden 
Beimengungen befreit sind, ist im vorliegenden Falle die Thermo- 
stabilitat der gereinigten Peroxydase sogar gréBer als in einem einfachen 
wisserigen Extrakt der Wurzel. Es war ein Aufenthalt von etwa 
einer Viertelstunde im kochenden Wasserbade erforderlich, um die sehr 
verdinnte Fermentlésung peroxydatisch (auf Guajak) ganz unwirksam 
zu machen. Nach bloBem Erhitzen auf 90° oder kurzes Aufkochen 
lieB sich mittels dieser Reaktion ein merklicher Unterschied der Wirk- 
samkeit nicht feststellen. Dementsprechend war auch das Regenerations- 
vermégen solcher Lésungen unter dem EinfluB des Luftsauerstoffs 
iiberaus auffallend und sehr vollkommen. Schon nach einer Stunde 
firbte sich eine Probe der gekochten Lésung, die zunichst bei Zusatz 
von Guajaktinktur und H,O, keine Spur von Blaufirbung gegeben 
hatte und dann in einem Uhrglase in dinner Schicht vor Verdunstung 
geschiitzt, der Luft ausgesetzt blieb, wieder schén hellblau. Eine 
gréBere Menge derselben durch Kochen inaktivierten Lésung wurde 
auf den Boden einer Glasdose ausgegossen und ergab nach 12 Stunden, 
mit Guajak und H,O, gepriift, sofort intensivste Blaufirbung wie 
vor dem Kochen. Wenn auch vielleicht eine genaucre Messung der 
peroxydatischen Wirkung doch eine merkliche Abnahme derselben als 
Folge des Erhitzens ergeben sollte, so ist doch jedenfalls nicht nur die 
Thermostabilitat, sondern auch die Regenerationsfihigkeit der unter- 
suchten pflanzlichen Peroxydasen eine ganz erstaunlich groBe, und da 
es sich doch zweifellos um typische Fermente handelt, so kann fortan 
nicht mehr davon die Rede sein, die Thermolabilitaét als ein charak- 
teristisches Merkmal aller als Fermente zu bezeichnender Stoffe hin- 
zustellen. 

Die Thermostabilitét der sauerstofffreien Peroxydasen macht es 
nun méglich zu priifen, ob sie ahnlich wie der Blutfarbstoff und seine 
Derivate in Gegenwart von molekularem Sauerstoff ohne H,O, auch 
Starke hydrolytisch zu spalten imstande sind, oder ob in den betreffen- 
den, amylolytisch wirksamen Pflanzenextrakten neben der Peroxydase 
noch eine besondere Amylase anzunehmen ist. Fiir die starkereiche 
Kartoffelknolle gilt dies fiir sicher, und in der Tat l4Bt sich gerade 
mit der von uns angewendeten, sehr einfachen Methode immer leicht 
nachweisen, daB der PreBsaft oder ein Wasserextrakt auch aus der 
ruhenden Knolle (im Winter) ziemlich stark diastatisch wirken. Man 
kann sich davon leicht itiberzeugen, wenn man einige Kubikzentimeter 
0,5proz. Amylose zu etwa 44 des Volumens mit einem in der friiber 
angegebenen Weise hergestellten wiisserigen Auszug vermischt und 
einer Temperatur von 40° aussetzt. Dann wird auch ohne vorheriges 
Schiitteln mit Luft der achromische Punkt zwar nicht so schnell wie 
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mit der gleichen Menge eines gut wirksamen Malzauszuges oder ga: 
mit menschlichem Speichel, aber doch wesentlich schneller erreicht 
als bei einer einfachen Salzhydrolyse mit 2- bis 3 proz. Kochsalzlésung 
Eine Mischung von 3ccm Amylose mit 1 ccm Kartoffelschalenextrakt 
und 2 cem destillierten Wassers gibt, wenn man sie einige Minuten mit 
Luft schiittelt und dann bei 40° halt, in der Regel schon nach einer Stunde 
keine Jodfirbung mehr. Wiederholt man nun den Versuch mit der. 
selben Fermentliésung, nachdem sie im Wasserbade bis auf 90° erhitzt 
und dann 2 bis 3 Stunden in einem Uhrglase der Luft ausgesetzt war, 
so tritt der achromische Punkt manchmal sogar noch etwas friiher, 
keinesfalls aber spiiter ein als mit dem normalen Extrakt. Nur wenn 
man die Lésung gleich nach dem Erhitzen und ohne Schiitteln ver- 
wendet, l48t sich immer eine ganz deutliche Verzégerung der Reaktion 
konstatieren, obschon bei Anstellung der Guajakprobe die Bliuung 
anscheinend noch ebenso schnell eintritt wie vorher. Eine gewisse 
Schwichung der amylolytischen Wirkung tritt demnach schon beim 
Erhitzen auf 90° ein, sie wird aber durch Sauerstoffaufnahme der 
Lésung rasch und vollstdndig ausgeglichen, so daB sich ein Unterschied 
zwischen der normalen und der erwiirmten Lésung dann tiberhaupt 
nicht feststellen laBt. 

Es spricht dieses Verhalten offenbar nicht zugunsten des Vorhanden- 
seins einer besonderen Amylase neben der Peroxydase, denn es wiire 
dann unter allen Umstinden ein viel stirkeres und bleibendes Ab- 
sinken der diastatischen Wirkung zu erwarten gewesen. Wollte man 
an der Annahme einer besonderen Kartoffelamylase in den ruhenden 
Knollen festhalten, so miBte einer solchen jedenfalls eine viel gréBere 
Widerstandsfahigkeit gegen héhere Temperaturen zugeschrieben werden. 
als man es sonst durchschnittlich bei Amylasen findet. Nun gibt es 
in der Literatur allerdings Angaben, welche darauf hinzudeuten scheinen, 
daB verschiedene pflanzliche Diastasen in verschiedenem Grade tempe- 
raturempfindlich sind; so soll beispielsweise das Haferenzym erst bei 
90° ganz zerstért werden, indessen ist darauf um so weniger Wert zu 
legen, als es sich in solchen Fallen méglicherweise nur um den Einflui 
verunreinigender Substanzen in den Fermentlésungen handelt. Eine 
solche Annahme schiitzender Stoffe lieBe sich ja wohl auch fir das 
Kartoffelenzym machen, wir werden aber spiiter sehen, daB sich ein 
ganz analoges Verhalten auch fiir gereinigte Meerrettichperoxydas 
nachweisen lit. Zunichst soll aber erst noch das Verhalten wirklich 
gekochter Kartoffelextrakte besprochen werden: 

Einige Kubikzentimeter eines dunkelbraunen, sowohl peroxydatisch 
wie diastatisch sehr gut wirksamen wisserigen Auszuges aus Kartoffel- 
schalen wurden in einem Reagenzglase im Wasserbade 5 Minuten lang 
gekocht, wobei sich die Flissigkeit leicht triibte und dunkelbraune 
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Fléckchen ausschied. Eine kleine Menge davon ergab bei sofortiger 
Priifung mit Guajak und H,0O, erst nach etwa einer Viertelstunde eine 
schmutzig griinliche Fairbung. Es wurden dann zwei Proben von je 
3cem 0,5proz. Amylose, 2 com Wasser und 1 cem einmal des gekochten 
und dann, zur Kontrolle, des normalen Extraktes 5 Minuten mit Luft 
geschiittelt und im Thermostaten einer Temperatur von 40° ausgesetzt. 
Schon nach einer Stunde hatten beide den achromischen Punkt erreicht. 
Es war demnach auch durch die Siedehitze die peroxydatische Wirkung 
der Lésung nicht vdéllig aufgehoben, wihrend die diastatische Kraft 
anscheinend gar keine EinbuBe erlitten hatte. Es liegt darin aber kein 
Widerspruch gegen die Annahme, daB beiderlei Wirkungen ein ein- 
heitliches Ferment mit dem Charakter einer Peroxydase zugrunde liegt. 
denn durch das Schiitteln mit Luft war offenbar schon eine so weit- 
gehende Regeneration eingetreten, daB ein Unterschied nicht mehr 
bemerkbar wurde. In der Tat ergab der Rest des gekochten Auszuges, 
der in einer Glasschale in diinner Schicht ausgegossen worden war, 
schon 2 Stunden spater wieder ganz normale tiefblaue Guajakreaktion. 
Wurde ein Reagenzglas mit Kartoffelextrakt 10 Minuten in ein kochen- 
des Wasserbad eingestellt, so erfolgt bei Zusatz von Guajak und H,0O, 
auch bei lingerem Stehen keine Bliuung. Schiittelt man aber | ccm 
der Lésung mit einer Mischung von 3 cem 0,5proz. Amylose und 2 cem 
Wasser 10 Minuten lang mit Luft, so zeigt sich die diastatische Wirkung 
nur wenig vermindert, indem der achromische Punkt bei 40° in etwa 
2 Stunden erreicht wurde. Bei Priifung mit Guajak und H,0O, ergab 
sich nun auch fast vollkommene Regeneration der peroxydatischen 
Wirkung, indem fast momentan schéne Blaufairbung eintrat. UnterlaBt 
man bei einer solchen Probe das anhaltende Schiitteln mit Luft, so 
schreitet unter sonst gleichen Bedingungen die Amylolyse sehr viel 
langsamer fort, und man kann mehrere Stunden warten, ehe die Jod- 
reaktion ganz ausbleibt. Wird aber eine gleichartige Probe gleich 
nach Zusatz von lcem des eben gekochten, noch heiben Auszuges 
gleich mit Ol tiberschichtet, so bleibt die Hydrolyse ganz aus, und es 
erfolgt auch keine Regeneration der peroxydatischen Wirkung, wenn 
man in einem Reagenzglase einige Kubikzentimeter des noch heiBen Ex- 
traktes mit Ol iiberschichtet stehen laBt. 

Man wird nach diesen Befunden kaum noch zweifeln kénnen, 
daB beiderlei Wirkungen von einem und demselben Ferment, einer Per- 
oxydase, die zugleich als Diastase (Amylase) fungiert, ausgehen. 

Wiisserige Extrakte von Meerrettich zeigen ebenfalls eine doppel- 
sinnige enzymatische Wirkung, indem sie in Anwesenheit von H,0Q, 
nicht nur Guajak bliuen oder Pyrogallol oxydieren, sondern mit Hilfe 
von molekularem Sauerstoff auch Starke hydrolytisch zu spalten ver- 
mégen, nur ist diese letztere Wirkung hier wesentlich schwicher als 
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bei der Kartoffelperoxydase. Genauere Messungen lassen sich allerdiny. 
an den unreinen Lésungen nicht wohl anstellen, aber man kann doc} 
so viel sagen, daB ein Extrakt aus Meerrettich von annihernd gleicher 
peroxydatischer Wirkung, wie ein solches von Kartoffeln, immer 
schwicher diastatisch wirkt. Die niachstliegende Annahme scheint 
auch hier die zu sein, da8 mit einer starken Peroxydase eine schwaclh« 
Amylase vergesellschaftet ist. Dagegen spricht aber wieder sehr ent- 
schieden das Verhalten gekochter Lésungen, indem auch in diesem Falle 
die Regeneration der peroxydatischen Wirkung der der diastatischen 
ganz parallel lauft. Es kommt noch dazu, daB wir in dem Blutfarbstoff 
ein weiteres Beispiel einer Peroxydase mit verhaltnismaBig schwache: 
diastatischer Wirkung haben, die hier sicher nicht auf eine besondere 
Amylase bezogen werden kann. 

Infolge der geringen Intensitaét der Starkehydrolyse durch Meer- 
rettichausziige macht sich der férdernde EinfluB des Schiittelns mit 
Luft hier viel auffallender bemerkbar als bei Kartoffelextrakten. 3 ccm 
eines fast farblosen Meerrettichauszuges, der sehr intensive Guajak- 
reaktion gab, fiihrten, mit dem gleichen Volumen 0,5proz. Amylose 
vermischt, nach 10 Minuten langem kraftigen Schiitteln mit Luft in 
2 Stunden (bei 40°) zum Verschwinden der Jodreaktion, wahrend eine 
zweite ganz gleiche, aber nicht geschiittelte Probe erst etwa in der 
doppelten Zeit violett reagierte. Es wurde schon friiher erwaihnt, dai 
eine so energische Durchliiftung, wie sie durch lingeres Schiitteln erzielt 
wird, dennoch nicht geniigt, um eine vollstaindige Regeneration der 
peroxydatischen Wirkung eines bis zum Verschwinden derselben ge- 
kochten Meerrettichextraktes herbeizufiihren, was immer nur durch 
langeres (12 bis 24 Stunden) Stehen der in dinner Schicht ausgebreiteten 
Flissigkeit in Beriithrung mit Luft erméglicht wird. Dem entspricht 
nun vollkommen, daB auch die diastatische Wirkung einer solchen 
gekochten Fermentlésung ein véllig gleichsinniges Verhalten zeigt. Es 
wurden durch Vermischen gleicher Volumina (je 3ccm) 0,5proz 
Amyloselésung und Meerrettichextrakt zwei Proben hergestellt, von 
denen die eine normale, die andere aber gekochte Fermentlésung ent- 
hielt. Beide wurden nach 10 Minuten langem Schiitteln bei 40° gehalten 
Nach 3 Stunden reagierte die letztere noch rotyiolett, wihrend dic 
normale Probe schon den achromischen Punkt erreicht hatte. Be: 
Wiederholung des Versuchs mit derselben gekochten Fermentlésung, nach- 
dem sie 12 Stunden in diinner Schicht in einer Glasschale der Luft aus- 
gesetzt war und dann mit Guajak und H,O, sofortige intensive Blau- 
farbung ergab, lieB sich auch hinsichtlich der amylolytischen Wirkung 
der beiden Proben kein Unterschied mehr konstatieren. In dem Majic. 
wie sich die Peroxydase regeneriert, kehrt auch die urspriingliche diasta- 


. tische Kraft wieder zuriick. Dieses véllig gleiche Schritthalten cer 
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beiden so verschiedenen Wirkungen weist mit Entschiedenheit darauf 
hin, daB beiden auch das gleiche Substrat zugrunde liegt. Dieser SchluB 
wird noch weiter gestiitzt durch entsprechende Versuche mit dem 
Willstdtterschen reinen Priiparat. Obschon wir nur iiber eine kleine 
Menge noch dazu sehr verdiinnter Lésung verfiigten, lieB sich doch 
mit Sicherheit feststellen, daB ihr, ebenso wie dem wiisserigen Auszug 
der Wurzel, neben der peroxydatischen auch diastatische Wirkung 
zukommt, welche letztere wieder an reichliche Durchliiftung der Fliissig- 
keit gekniipft erscheint. Bei Vermischung gleicher Volumina Ferment- 
lisung und 0,5proz. Amylose blieb nach kriftigem, etwa 10 Minuten 
fortgesetztem Schiitteln mit Luft die Jodreaktion bei 40° nach 3 bis 
4 Stunden aus. Mit konzentrierteren Lésungen wird voraussichtlich 
die Hydrolyse wesentlich schneller ablaufen. Will man also nicht an- 
nehmen, daB auch dem gereinigten Priparat noch Amylase anhaftet, 
so bleibt, da auch Salzhydrolyse, an die man bei den unreinen Ex- 
trakten vielleicht auch hatte denken kénnen, ausgeschlossen erscheint, 
keine andere Deutung tibrig als die, daB der pflanzlichen Peroxydase 
als solcher, wie dem Blutfarbstoff und seinen Abkémmlingen, die 
Fihigkeit zukommt, mit Hilfe von molekularem Sauerstoff auch Starke 
zu spalten. Es mag nicht unerwihnt bleiben, daB wir in gleicher Weise 
auch Extrakte verschiedener Pilze sowohl peroxydatisch als diastatisch 
wirksam fanden. Es erscheint dies aus dem Grunde besonders be- 


merkenswert, weil ja hier Starke gar nicht vorkommt und daher wohl 
auch Amylase ausgeschlossen erscheint. 
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Uber den Zuckergehalt der Blutkérperchen. 


Von 
M. Richter- Quittner. 


(Eingegangen am 14. Juli 1924.) 


Die Frage, ob die roten Blutkérperchen Zucker enthalten oder nic/t, 


ist in der deutschen Literatur noch viel diskutiert. Die amerikanische 
und franzésischen Autoren hingegen, die sich mit derartigen Untersuchunge: 
befassen, vertreten die Ansicht, daB die Blutkérperchen und das sie un 
gebende Plasma den gleichen Zuckergehalt aufweisen, und zwar sow«! 
beim Menschen als auch beim Tiere. 

Wie ich bereits am 10. Marz 1924 in der biologischen Gesellschaft i: 


Wien’) erklart habe, konnte ich, seitdem ich mich der Methodik bediene, 


die in Amerika und Frankreich fiir die Bestimmung des Blutzuckers i: 
Verwendung steht, immer reichlich Zucker in den Blutkérperchen nac! 
weisen. 


Die Griinde fiir die Unstimmigkeit der Analysen zahlreicher Autoren, 


auch fiir die, welche Falta mit mir ‘publiziert hat, beruhen, wie Etienn: 
Vérain und Schmid in iiberzeugender Weise dartun konnten, naturgemii! 
nicht auf einer falschen Ausfiihrung der chemischen Technik, sondern aut 
Unkenntnis der biologischen Verhialtnisse. Wiahrend niamlich Falta wid 
seine Mitarbeiter sich gréBte Miihe geben, die Blutkérperchen nicht zu 
schiidigen, haben Etienne, Vérain®) und Schmid*) den Beweis erbrach' 
daB es einzig und allein darauf ankommt, die Blutkérperchen vollstandic 
zu haimolysieren. Alle Analysen, die ich unter diesen Gesichtspunkten in 
chemischen Laboratorium der medizinischen Klinik des Herrn Prof. Blin 
in StraBburg ausgefiihrt habe, ergaben ausnahmslos den gleichen Blut 
zuckergehalt fiir das Gesamtblut und fiir das dazugehérige Plasma. 

Ich will hier nur zwei Beispiele anfiihren: 

14. August 1923. Normal: 105 mg-Proz. Zucker im Gesamtblut un 
103,5 mg-Proz. im Plasma. 

21. August 1923. Diabetes mellitus: 254 mg-Proz. Zucker im Gesam' 
blut und 258 mg-Proz. im Plasma. 

Aus diesen Zahlen geht hervor, dag der Zuckergehalt der Blutkérperc!: 
und der des Plasmas identisch ist, vorausgesetzt, daB man die Blutkérperc he! 


1) Med. KI. 19, 655, 1924. 

2) Etienne und Vérain, C. r. des Séances de la Soc. de Biol. %6 
394, 1922. 

3) F. Schmid, ebendaselbst 87, 1367, 1922. 
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molysiert und die Glykolyse hemmt. Das Blut wurde nach den Vor- 
iriften von Ambard') mit Natriumfluorid ungerinnbar gemacht, die 
\nalvsen nach der Methode von Bertrand ausgefiihrt. 

Die unrichtigen Angaben*) aus dem chemischen Laboratorium des 
Kaiserin-Elisabeth-Hospitals in Wien beruhen darauf, daB diesen Verhilt- 
nissen nicht Rechnung getragen wird. Wird die Hiamolyse der Blut- 
kérperchen nicht oder nur unvollstandig erreicht, so entgeht ein mehr 
der minder groBer Teil des in den Blutkérperchen vorhandenen Zuckers 
der Bestummung. 


1) Ambard, Bull. de la Soc. de Chim. Biol. 2, 202, 203, 1920. 
2) W. Falta und M. Richter-Quittner, diese Zeitschr. 100, 148, 1919; 
F. Hoegler und K. Ueberrack, ebendaselbst 148, 150, 1924. 

















Beitrag zur Untersuchung der Serumeiwei&koérper. 
Erwiderung auf die Arbeit von W. v. Frey’). 


Von 


G. Leendertz. 
(Aus der medizinischen Klinik Kénigsberg.) 


(Eingegangen am 20. Juli 1924.) 


Meine Feststellung*) des héheren EiweiBgehaltes von Serum, das durc! 


Gerinnung von Plasma entsteht (Plasmaserum) gegeniiber solchem Serum, 


das man in der iiblichen Weise bei der Blutgerinnung erhalt (Blutserum 
hat v. Frey auf Grund von 25 Untersuchungen bestritten. Der Auto: 
stellt an Hand von sechs Versuchen fest, daB bei Vermeidung von And 


rungen der CO,-Spannung Plasmaserum und Blutserum hinsichtlich des 


EiweiB- bzw. Wassergehaltes keinen Unterschied aufweisen. Hierzu seie: 
mir einige Bemerkungen gestattet. 

Der EinfluB der CO,-Spannung®*) auf das Volumen der Blutkérperche: 
und damit auf den Wasser- und Ionengehalt des Serums ist von mir natiirlic! 


auch beriicksichtigt worden. Um ihn zu vermeiden, fing ich das Blut, 
nachdem zuerst etwa 20 ccm unbenutzt abgelaufen waren, unter Paraffin 


auf, allerdings ohne Anwendung eines Schlauches. Da8S diese MaBnahn« 
geniigte, zeigten meine Kontrollproben, denn ich entnahm stets noch ein 


dritte Probe, die mit der ersten geniigend iibereinstimmende Brechungs- 
genuge 


werte ergab (s. Spalte a und d in meiner Tabelle). 

v. Frey hat bei seinen in Tabelle I mitgeteilten 19 Versuchen kein 
derartige VorsichtsmaBregel angewandt. Trotzdem sind von diesen 12 im 
gleichen Sinne wie die meinen ausgefallen, wenn auch bei einigen (fiinf) di 
Differenz wesentlich kleiner als bei mir war. Zwei Versuche zeigten keinen 
Unterschied der beiden Serumarten und fiinf hatten ein mir widersprechen 
des Resultat. Diese Ergebnisse bestitigen also meine Befunde scheinba: 
nicht ganz. Dies diirfte sicherlich daran liegen, daB mindestens bei einen 
Teile der Versuche das Ausgangsmaterial zur Gewinnung beider Serum 
arten nicht identisch war. v. Frey wiirde vermutlich bei der Untersuchung 
der Blutseren seiner beiden jeweils entnommenen Proben verschiede 
Brechkraft gefunden haben. Wenn nimlich die Stauung zu lange gedauert 
hat oder das Blut nicht gleich im Strahle aus der Kaniile lauft, so machen 
sich die Einfliisse der Stauung derart geltend, daB die einzelnen Portionen 


1) Diese Zeitschr. 148, 53, 1924. 

*) Deutsch. Arch. f. klin. Med. 140. 

3) Es kam mir — im Gegensatz zu v. Frey — nicht darauf an, ,.ca- 
Blut unter Ausschaltung aller exogenen CO,-Einfliisse aufzufangen*, vic!- 
mehr umgekehrt, die Kohlensiiureabgabe des Blutes zu vermeiden occ! 
wenigstens bei beiden Proben in gleichen Grenzen zu halten. 
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cht Blut gleicher Beschaffenheit enthalten. Deshalb benutzte ich nie 
jas zuallererst auslaufende Blut und entnahm zum SchluB8 auch aus diesem 
Grunde noch die Kontrollprobe. Stimmt diese im Eiwei®gehalt mit der 
rsten nicht gut iiberein, so ist der Versuch zu verwerfen. 

Einer besseren Methode habe ich mich spater bedient, die die Einfliisse 
der Kohlenséiurespannung dadurch zu eliminieren gestattet, |\daB eine 
einzige Blutprobe zur Gewinnung beider Serumarten benutzt wird. Das 
Blut wird dabei mit der Spritze entnommen und nach Durchmischung 
mit Zusatzfliissigkeit in zwei Teile geteilt, die zur Gewinnung von Blut- 
md Plasmaserum dienen. In einer inzwischen in dieser Zeitschrift er- 
scheinenden Arbeit hat A. Gromelski, der auf meine Veranlassung das in 
‘ede stehende Phinomen weiter verfolgte, die mit der angedeuteten 
Methode gewonnenen Resultate veréffentlicht. Es sei hier auf diese Arbeit 
verwiesen, in der an 58 Fallen meine friiheren Befunde bestiatigt werden. 

Wenn v. Frey auf Grund seiner aus Tabelle I ersichtlichen Ergebnisse 
im Text der Arbeit die Verhiltnisse genau umgekehrt darstellt, wie ich 
sie oben herausgelesen habe, und einen héheren Eiwei8gehalt im Blutserum 
haufiger gefunden haben will als im Plasmaserum, so liegt das daran, dali 
im Text nur die mittels Kjeldahls erhaltenen, mit den Refraktionswerten 
schlecht iibereinstimmenden Resultate beriicksichtigt werden. Zu einem 
Vergleich mit meinen Ergebnissen muB man meines Erachtens in erster 
Linie die gleiche Methode zugrunde legen. Das Mikro-Kjeldahlverfahren 
ist tiberdies gerade hinsichtlich Vergleichsbestimmungen dem Refrakto- 
meter weit unterlegen. Betrachtet man aber die aus der Tabelle ersicht- 
lichen Refraktometerwerte, so kommt man zu ganz entgegengesetzten 
SchluBfolgerungen, wie sie v. Frey gezogen hat. Der Genauigkeitsgrad 
des Refraktometerverfahrens wird vom Autor augenscheinlich unterschiatzt. 
DaB die EiweiBwerte etwas zu hoch liegen, beeintrichtigt nicht den Wert 
von Vergleichsbestimmungen, besonders nicht, wenn diese zwei dem gleichen 
Blute entstammende Serumarten  betreffen. Die Fehlerbreite wird auf 
0,05 Skalenteile, also 0,01 Proz. Eiwei8 angenommen, eine Angabe Star- 
lingers), die auch ich aus langjahriger Refraktometererfahrung bestatigen 
kann. 

Was nun die sechs Versuche betrifft, auf die v. Frey die SchluBfolgerung 
stiitzt, bei Vermeidung von Anderungen der CO,-Spannung zeigten die 
beiden Serumarten keine Unterschiede, so wire dazu zu bemerken, da 
immerhin unter Zugrundelegung des RKefraktometerverfahrens die 
Differenz liegt zweifellos auBerhalb der Fehlerbreite zwei (bei Beriick- 
sichtigung der Resultate des Kjeldahlverfahrens sogar drei) in meinem 
Sinne ausgefallen sind, waihrend bei einem Versuch keine Differenz ge- 
funden wurde. Die Differenz der N-Werte mag vielleicht innerhalb der 
méglichen Fehlergrenze liegen, das Verfahren ist eben zu ungenau, um auf 
damit gewonnene Ergebnisse beweiskriiftige Schliisse aufzubauen. Wenn 
nimlich Differenzen von 0,19 Proz. Eiwei® (Fall 22 und 26) noch auf un- 
vermeidlichen Fehlern beruhen kénnen, kann man prinzipielle Fragen, 
bei denen es sich um eine durchschnittliche Differenz von 0,27 Proz. handelt, 
nicht mit dieser Methode entscheiden. Im iibrigen gilt auch fiir die sechs 
Versuche mein Einwand gegen die Art der Blutgewinnung. 


1) Starlinger, diese Zeitschr. 140. 
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Zur Theorie der Ca-lonisation in der Blutfliissigkeit. 


Von 
Julius Hollé. 
(Aus der I. medizinischen Klinik der Universitat Budapest.) 


(Eingegangen am 18. Juli 1924.) 


Die Frage der Ca~-Ionisation im Blute ist speziell im Zusammen- 
hang mit neueren Tetanietheorien aktuell geworden. Es werden aus 
chemischen Betrachtungen weitgehende klinische Schliisse gezogen, dic 
nicht ganz ungefihrlich sind, da sie auf schwankendem Boden gebaut 
sind. Eine kurze, elementar-theoretische Besprechung dieser Frage 
scheint uns also nicht ganz iberfliissig zu sein. 

In jeder wisserigen Lésung, insofern diese ein Ca-Salz in Beriihrung 
und in stabilem Gleichgewicht mit dem entsprechenden Bodenkérper ent- 
halt, ist die Menge der vorhandenen Ca™-[onen im Sinne des Massen- 
wirkungsgesetzes durch folgende Gleichung bestimmt: 

[Ca,,]” .[Anion,]" = K, (1) 
wo m die Zahl der in einem Bodenkérpermolekiil enthaltenen Ca’- 
Ionen, n die Zahl der entsprechenden Anionen und K das Léslichkeits- 
produkt des Bodenkérpers ist. 

Ist K und die Konzentration des bodenkérperbildenden Anions 
bekannt, so la®t sich daraus die Ca’-Ionenkonzentration berechnen 

K hat fiir jeden Bodenkérper einen von der Zusammensetzung der 
Lésung unabhiangigen Wert und la8t sich ein fir allemal bestimmen 
Dagegen laBt sich die Menge des bodenkérperbildenden Anions meist 
nur indirekt bestimmen. 

Als erliuterndes Beispiel wollen wir eine etwa neutrale Lésung 
von CaCl,, NaHCO, und H,CO, betrachten, die in Beriihrung und 
stabilem Gleichgewicht mit ihrem Bodenkérper, in diesem Falle CaC(,. 
ist. Fir diesen Fall nimmt Gleichung (1) folgende Gestalt an: 


Ca” .CO; = Ky. 
Die Menge der in dieser, sowie in jeder NaHCQO,-haltigen Lésung 
vorhandenen duBerst geringfiigigen CO3-Ionen l4Bt sich analytisch 
natiirlich nicht bestimmen. Um trotzdem die Ca”-Ionenkonzentration 
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n dieser Lésung berechnen zu kénnen, miissen wir die CQO3-lonen 
als Funktion der H’- und HCO 3-lonen ausdriicken und in obige 
iieichung einsetzen. Da 
i ois 
coy = Koo 

) wird die neue Gleichung, deren jedes Glied experimentell bestimmbar 

ist, folgendermaBen lauten: 
Ca" HCO; 

H 

Diese Gleichung, deren einfachste und allgemeinste Ableitung wir 
hier gegeben haben, ist dieselbe, die Rona und Takahashi') experimentell 


= K. (2) 


verifiziert und deren Konstante sie bestimmt haben. Diese Gleichung 
gilt natirlich nur unter den oben schrég gedruckten Bedingungen 
Weder in iibersdttigten noch in ungesdttigten Lésungen laBt sich daraus 
etwas berechnen. 

Und gerade weil dieselben Autoren gefunden haben, daB im Serum 
viel mehr dialysibles Ca vorhanden ist, als es dieser Gleichung ent- 


spricht, haben sie geschlossen, daB das Serum eine metastabile, iiber- 


sittigte Ca-Lésung ist. Die Anwendung dieser Formel zur Berechnung 
der Ca”-Ionenkonzentration in der Blutflissigkeit, wie das von klinischer 
Seite, unter Berufung auf Rona und Takahashi, éfters geschehen ist, 
widerspricht also den klar geéuBerten Anschauungen dieser Autoren”). 

Michaelis*) meint allerdings, daB die Berechnungen von Rona 
und Takahashi einiger Korrekturen bediirfen, und so liBt er die Frage, 
ob das Ca im Serum in tibersittigter Lésung vorhanden ist, einstweilen 
offen. Auch sonst erscheint die Annahme einer Ubersittigung des Ca 
im Serum nicht unvermeidlich zu sein. Brinkman und van Dam*) 
haben bestimmt, wieviel Oxalat man zum Serumultrafiltrat geben muBb, 
damit das Léslichkeitsprodukt des Ca-Oxalats erreicht werde und 
eine Triibung entstehe, und haben auf diese Weise Ca -lonenkonzen- 
trationen gefunden, die eine Ubersittigung des Serums an gut disso- 
ziierendem CaCO, unwahrscheinlich machen. 

Erginzt man diese Versuche mit den Dialysierversuchen von Rona 
und Takahashi, so muB man zu der Annahme kommen — worauf gleich- 
falls Michaelis hingewiesen hat —, daB das Ca im Serum gréBtenteils in 
Form einer zwar echt gelésten, jedoch schwach dissoziierten (durch Oxalat 
allerdings fallbaren) Verbindung vorhanden ist. 


1) Diese Zeitschr. 49. 

*) Anmerkung wihrend der Korrektur: Diese unsere Behauptung 
ist schon von Maiweg (diese Zeitschr. 184) gefiuBert worden. 

3) Die Wasserstoffionenkonzentration, 2. Aufl., Teil I, 8. 

*) Zitiert nach Michaelis, }. c. 


72. 
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Durch diese mégliche Annahme entsteht aber unseres Erachtens ei), meng 
neue Lage beziiglich der Frage der Ca”-Ionisation. Ist ein unbestimmite; ober 
Teil des Ca tatsichlich in Form einer gelésten, aber undissoziierten Ver. . - 
; bindung im Serum vorhanden, so l4Bt sich allein auf Grund von Ca-, }3j sowed 
carbonat- und p,-Bestimmungen nichts mehr dariiber aussagen, ob das also 1 
Léslichkeitsprodukt Ca” .CO‘ erreicht ist oder nicht. Damit fallt aber analo 
die Méglichkeit einer Berechnung der Ca”-Ionenkonzentration auf Grund § 
der Gleichung (2); solange kein CaCO, als Bodenkérper vorhanden, ist _ 
die Ca™-Ionenkonzentration von der Py und der HCO, -Ionenkonzentrat ion ai 
unabhingig. Aber auch in Gegenwart eines Bodenkérpers wiirde das Vo, ist, 8 
: handensein einer schlecht dissoziierenden Ca-Verbindung in der Lésung die B 
einen unter Umstanden weitgehenden Schutz der Ca” -Ionenkonzentrat ion, regelt 
vor der Einwirkung kalkfillender Salze bedeuten. Eine Fallung der (a” wie ¢ 
Ionen wiirde namlich durch eine Abdissoziation neuer Ca™-Ionen aus dieser 
' > gage : “Agger , Berec 
Verbindung kompensiert werden, und auch ein Teil der infolge von Aut 
lésung des Bodenkérpers freiwerdenden Ca™-Ionen wiirde durch die schlecht ] 
dissoziierte Verbindung — solange diese dazu ausreicht — abgefanger die H 
werden. Das wire also eine Art Pufferung der Ca”-Ionen, die die Gleichung (2 Bicar 
oder andere analoge Gleichungen natiirlich nicht beriihrt, da durch den. sich ¢ 
selben Mechanismus und bis zu demselben Grade auch die Konstanz cer ee B 
kalkfallenden Anionenkonzentration gewahrt wiirde. Dieser Mechanisms sal 
wiirde speziell gegen die Wirkung der Phosphate gerichtet sein; gegeniiber entior 
den Bicarbonaten, die im Verhaltnis zu Ca in groBem Uberschu8 vorhanden wie g 
sind, wiirde sich dieser Mechanismus sehr bald erschépfen. union 
Die Frage der Anwendbarkeit der sogenannten Ronaformel ode: ringer 
damit analogen Gleichungen auf das Serum und speziell auf das patho- konze 
logische Serum ist also einstweilen noch unentschieden, und die Fin- des § 
fiihrung solcher Berechnungen in die klinische Pathologie scheint uns tratio 
deshalb etwas verfriiht zu sein. x 
Sollten aber die Bedingungen der sogenannten Ronaformel erfiill! Phosp 
sein, so geniigt sie jedenfalls allein, um daraus die Ca’-Ionenkonzen- Badin 
tration zu berechnen; sie bedarf zu diesem Zwecke gar keiner Ergdnzung gesetz 
durch Einfiihrung anderer Ionen. se 
. P ™ 3 il verbin 
Diese Bemerkung gilt vor allem fiir die von Gyérgy') angeregt: ives 
| und dann von Behrendt*) durchgefiihrte Kombination der Gleichung (2 nioder 
{ mit einer analogen fiir das H POj-Ion aufgestellten Gleichung. Gyéryy Falle 
; begriindet die Notwendigkeit dieser ,,Erginzung** mit der Bemerkung im Se 
£ ,daB die Bedeutung der Phosphate fiir die Aufrechterhaltung der rn an 
{ . . : : — 24 , AuLlos 
: H’-Ionenkonzentration im Blute nicht zu vernachlissigen sei“, und die Ce 
weiter, ,daB die kalkfaillende Wirkung der Phosphate sie mit den 
Bicarbonaten auf gleiche Stufe setzte, ohne daB wir verstehen kénnten. L 
wieso diese Bemerkungen die Giiltigkeit des Massenwirkungsgeset=¢: Gleick 
tangieren kénnten. Und wenn Behrendt*) gefunden hat, ,daB~ zw der P 
Erreichung des Léslichkeitsproduktes mit Ca” im Liquor die Bicarbonat. 
1) Jahrb. f. Kinderheilk. 96. 
2: 2) Diese Zeitschr. 146. 
: 3) Ebendaselbst 140. 1) 
> « 
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menge auf etwa das 2',fache erhéht werden muB, die Phosphatmenge 
aber nur um 30 bis 50 Proz.“, so folgt daraus nur, daB der Liquor 
sowohl in bezug auf CaCO, wie Ca-Phosphat ungesdittigt ist, auf das 
also weder die Ronaformel — wie das Brock!) getan hat — noch eine 
analoge Phosphatgleichung anwendbar ist. 

Sollte der Nachweis gelingen, dab die Blutfliissigkeit eine stabile 
gesittigte Lésung nicht nur von CaC Og, sondern auch von Ca-Phosphat 
ist, so kann fiir sie natiirlich eine Gleichung aufgestellt werden, die 
die Beziehungen zwischen den Ca”-, Phosphat- und H’-Ionen im Serum 
regelt; diese Gleichung muf aber natiirlich dieselben Ca’-Werte liefern 
wie Gleichung (2). Die Kombination dieser beiden Gleichungen zur 
Berechnung der Ca’-Ionenkonzentration ist also zumindest iiberfliissig 

Die Bicarbonatgleichung hat den groBen Vorzug, daB im Serum 
die HCO}3-Ionenkonzentration praktisch mit der analytisch ermittelten 
Bicarbonatkonzentration gleichzusetzen ist. Fiir das Phosphation laBt 
sich das dagegen nicht ohne weiteres behaupten. Ist Calciumphosphat 
als Bodenkérper vorhanden — und das ist ja die Vorbedingung einer 
entionisierenden Wirkung der Phosphate —, so ist nicht zu sagen, 
wie groB z. B. der Teil der Phosphate ist, der als Bodenkérper, also 
unionisiert zugegen ist, da die Phosphatkonzentration im Serum ge- 
ringer oder jedenfalls von der gleichen GréB®enordnung wie die Calcium- 
konzentration ist. Dieser Umstand laBt einstweilen eine Benutzung 


des Serum-Phosphatgehaltes zu Berechnung der Ca -Ionenkonzen- 


tration illusorisch erscheinen. 


Nicht einmal so viel laBt sich sicher sagen, daB eine Anderung des 
Phosphatgehaltes im Serum, selbst bei vorhandenem Calciumphosphat- 
Bodenkérper und unverindertem Calciumgehalt und Py, eine entgegen- 
gesetzte Anderung im Ca™-Ionengehalt zur Folge haben mu®. Auf die 
schiitzende Wirkung eventuell vorhandener, undissoziiert geliéster Calcium- 
verbindungen haben wir schon hingewiesen. Auch CaCO, als Boden- 
kérper hatte eine a&hnliche Wirkung. Ein entstehender Calciumphosphat- 
niederschlag als Folge der Vermehrung der Blutphosphate wiirde in diesem 
Falle durch Auflésung von CaCO, gréB8tenteils kompensiert werden; da 
im Serum etwa zehnmal soviel Bicarbonat als Phosphat vorhanden ist, 
so wird die prozentuelle Vermehrung des HCO,-Ions, die als Folge dieser 
Auflésung zustande kiime, zu gering sein, um im Sinne der Gleichung (2) 
die Ca”-Ionenkonzentration nennenswert zu verschieben. 


Der Vollstindigkeit wegen soll noch bemerkt werden, daB die 
Gleichung, die Gyérgy und auch Behrendt zur Berechnung der Wirkung 
der Phosphate in Analogie mit der Ronaformel aufgestellt haben: 

Ca”. HPO; 


H = K, (3) 


1) Diese Zeitschr. 142. 
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auch mathematisch nicht richtig sein kann. Die richtige Formulierung 
dieser Gleichung wird davon abhiangen, in welcher Form — ob als 
tertiires oder sekundires Phosphat oder als deren Gemisch — der 
entsprechende Bodenkérper vorhanden ist. Diese Frage ist unseres 
Wissens fiir das Serum noch nicht untersucht worden; am wahrschein- 
lichsten ist, daB der Bodenkérper — wenn auch nicht rein, so doch 
gréBtenteils — aus Ca,(PO,), bestehen wiirde. In diesem Falle miibte 
die Gleichung 

Ca; (HPO4), 

H? 

lauten. DaB aber die Gydérgysche Gleichung (3) nicht richtig sein kann 
das geht, und zwar ganz unabhingig von der Zusammensetzung des 
Bodenkérpers, schon daraus hervor, daB es im Sinne des Massen- 
wirkungsgesetzes unméglich ist, das einwertige Anion HCO} in einer 


== K 


Gleichung ohne weiteres mit dem zweiwertigen Anion HPO4 — wie 
das hier geschehen ist — zu ersetzen. 
Zusammenfassung. 


Die sogenannte Ronaforme! gilt nur fiir Lésungen, die im stabilen 
Gleichgewicht mit CaCO, als Bodenkérper sind; fiir das Serum steht 
aber dieser Beweis noch aus. 

Eine entsprechende Gleichung fiir die Phosphate kann mathe- 
matisch nur dann formuliert werden, wenn die chemische Natur des 
entsprechenden Bodenkérpers bekannt ist. Die sogenannte Gyérgysche 
Gleichung ist mathematisch jedenfalls unhaltbar. 

Eine ebenfalls von Gyérgy angeregte Kombination der Ronaforme! 
mit einer analogen Forme! fiir Phosphate ist nur dann erlaubt, wenn 
beide Bodenkérper vorhanden sind, was einstweilen unbewiesen ist. 
Aus einer solchen Kombination muB8 aber derselbe Ca”-Wert heraus- 
kommen, wie aus der Ronaformel allein, und darum ist sie zumindest 
iiberflissig. 

Die Wirkung der Phosphatkonzentration auf die Ca’-Ionen- 
konzentration im Serum ist auch bei vorhandenem Calciumphosphat- 
bodenkérper einstweilen unsicher. 

Die bisherigen klinischen Theorien, die sich auf Annahmen iiber 
die Bedingungen der Ca-Ionisation im Serum aufbauen, sind verfriiht. 
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Klinische Methode 
zur Bestimmung des Bicarbonatgehaltes im Blutplasma. 


Von 
J. Hollé und St. Weiss. 


(Aus der I. medizinischen Klinik der Universitit Budapest.) 


(Eingegangen am 18. Juli 1924.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Vor einigen Jahren haben van Slyke, Stillmann und Cullen') eine 
bestechend einfache Methode angegeben zur Bestimmung des Bi- 
carbonatgehaltes im Plasma bzw. Serum: Das Plasma wird mit einer 
bekannten Menge Salzsiiure versetzt, die dadurch aus den Bicarbonaten 
freigemachte Kohlensiure durch Schiitteln an der Luft entfernt, die 
zuriickgebliebene Salzsiure aber mit Lauge bis zur urspriinglichen 
Reaktion des Plasmas zuriicktitriert. Da ein, und zwar der vorhandenen 
Bicarbonatmenge aquivalenter Teil der Salzsiiture durch dieses Ver- 
fahren in Kohlensiure verwandelt und aus der Lésung entfernt wird 
und somit als Saiure nicht mehr in Betracht kommt, so ist es klar, 
daB die Differenz: zugefiihrte Salzsiure minus beim Titrieren ver- 
brauchte Lauge, den Bicarbonatgehalt des Plasmas angibt. 

Die Ausfiihrung der Methode wurde folgendermaBen angegeben : 

2ccm Oxalatplasma, das aus unter Paraffin aufgefangenem und ab- 
zentrifugiertem Blute gewonnen wird, und das in der englischen Literatur, 
da seine Reaktion dem des Blutes gleich ist, ,,wahres Plasma“ (true P.) 
genannt wird, werden in einem Kolben von 150 bis 200 ccm Inhalt und 
abgerundetem Boden mit 5ccm n/50 HCl versetzt. Das Gemisch wird 
1 Minute stark rotiert, so daB der Inhalt des Kolbens in stets wechselnder 
diinner Schicht und ohne zu schiumen auf die Wand ausgebreitet werde. 
Die Fliissigkeit wird danach mit destilliertem Wasser quantitativ in einen 
Erlenmeyerkolben von 50 ccm Inhalt iibergespiilt; man soll dazu etwa 
20cem Wasser gebrauchen. Das Titrieren geschieht mit carbonatfreier 
n/50 Na(OH); als Indikator gebrauchen wir Neutralrot. Der Endpunkt 
des Titrierens wird durch eine ebenfalls mit Neutralrot versetzte Sdérensen sche 
Phosphatmischung angezeigt, die auf Grund der bekannten Tabelle von 
Sdrensen auf py 7,4 eingestellt ist; die Farbe dieses Phosphatgemisches 
soll der urspriinglichen Reaktion des Plasmas entsprechen. 


1) Journ. of biol. Chem. 38. 
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Die Ergebnisse dieser Methode wurden durch ihre Verfasser mit 
jenen der gasanalytischen Methode von van Slyke und Cullen") ver. 
glichen; es wurde beim Vergleich von fiinf normalen Fillen eine Uber- 
einstimmung von +7 Proz. (nicht Volumprozent!) gefunden. Auf 
Grund dieses Ergebnisses empfehlen sie ihre Methode sowohl zu 
klinischen, als zu wissenschaftlichen Zwecken. 

Es muB also iiberraschend wirken, daB Gollwitzer?) in einer neuesten 
Arbeit, die er aus der Straubschen Klinik mitgeteilt hat, bei der Nach- 
priifung der amerikanischen Methode zu einem ganz abfialligen Urteil 
gekommen ist. Er hat in zahlreichen sowohl normalen wie patholo. 
gischen Fallen die titrimetrische Methode mit der gasanalytischen 
nach Barcroft kontrolliert; beim Titrieren fand er im Durchschnitt 
um 15 Vol.-Proz. (etwa 50 Proz.) héhere Werte; dieser Unterschied 
war jedoch bei weitem nicht konstant, sondern schwankte je nach den 
Fallen zwischen 13 und 27 Vol.-Proz. Kohlensiure (= 30 bis 60 Proz.) 
Auf Grund dieser Nachpriifung halt Gollwitzer die Titrationsmethode 
nicht nur zu wissenschaftlichen, sondern auch zu klinischen Zwecken 
fiir unbrauchbar. 

Dieses abfallige Urteil von Gollwitzer beruht aber auf einem be- 
dauerlichen methodischen Fehler. Gollwitzer hat nimlich aus technischen 
Griinden — da er zugleich die Rohonyische Bicarbonatmethode nach- 
gepriift hat — mit solchen Sera gearbeitet, die er, wie das fiir Rohonyis 
Methode vorgeschrieben ist, aus langere Zeit geliiftetem, also mit der 
Kohlenséiurespannung der Luft ins Gleichgewicht gebrachten Bluten 
gewonnen hat. Durch diese Vorbehandlung werden aber die Sera, 
infolge von Kohlensiureverlust, alkalischer, so daB ihre Reaktion, je 
nach dem Grade des Kohlensiureverlustes, bis py 8,5 verschoben 
werden kann. Wird in einem solchen Serum eine titrimetrische Bi- 
carbonatbestimmung gemacht, so geht es nicht mehr an, wie das 
Gollwitzer gemacht hat, an dem Buchstaben der originalen, fiir ,,;wahres* 
Plasma angegebenen Vorschrift haftend, bis py 7,4 zu titrieren, sondern 
es muB, dem Grundgedanken der Methode entsprechend, bis zur 
Reaktion dieses alkalisch verdnderten Serums titriert werden. So wird 
es verstandlich, daB Gollwitzer beim Titrieren zu wenig Lauge verbraucht 
hat und somit zu hohe Bicarbonatwerte erhielt. Wir selbst haben 
in zwei Fillen titrimetrische Bicarbonatbestimmungen in geliifteten 
Sera ausgefiihrt ; je einmal richtig, und je einmal mit dem Fehler von 
Gollwitzer. Das fehlerhafte Verfahren ergab das eine Mal mit 14.5. 
das andere Mal mit 17 Vol.-Proz. zu hohe Werte; einen Fehler also 
von der GréBenordnung, wie ihn Gollwitzer bei seinen vergleichenden 


1) Journ. of biol. Chem. 30. 
*) Diese Zeitschr. 134. 





Unter 


je nac 

L 
die Ge 
gegen 
wzer, 
bzw. ¢ 
also a 
steht, 
ist ga 
metris 
solche 
Plasm 
bei de 
komm 
Blute 
radika 
konnte 
Wir b 
oder j 
stimm 
modi ft 
reichet 

D 
wendig 

E 
der wi 
Phosp! 
Das is 
reak tic 
ist [M 
Phenol 
gaben 
fehler 
Plasms 
konsta 
und at 
Py 7,16 
Plasmé 
und ol 





*) 
*) 





Bestimmung des Bicarbonatgehaltes im Blutplasma. 503 


Untersuchungen erhielt. Die GréBe des Fehlers wechselt natiirlich 
je nach Puffergehalt, Reaktion usw. des geschiittelten Serums. 

Damit werden natiirlich auch die theoretischen Bedenken hinfiallig, 
die Gollwitzer zur Erklarung der von ihm gefundenen Abweichungen 
gegen die Titrationsmethode erhoben hat. Die Auffassung von Goll- 
witzer, daB durch das titrimetrische Verfahren der Gesamtalkaligehalt 
bzw. das ganze Siurebindungsvermégen des Plasmas bestimmt werde, 
also auch jener Alkaligehalt, der fir CO,-Bindung nicht zur Verfiigung 
steht, sei es wegen Bindung an andere Sauren oder an Eiweifkérper, 
ist ganz unbegriindet und widerspricht dem Grundgedanken der titri- 
metrischen Bestimmung. Durch diese Methode werden nimlich nur 
solche Saureradikale . bestimmt, die infolge der Vorbehandlung des 
Plasmas mit Salzsiiure daraus irreversibel verschwinden und darum 
bei dem nachtraglichen Zuriicktitrieren mit Lauge fehlen. Als solche 
kommen vor allem die fliichtigen Sauren in Betracht, von denen im 
Blute nur Kohlensiure vorkommt. Hierher gehéren ferner jene Saure- 
radikale, die mit Salzsiure irreversible Niederschlige bilden. Man 
kénnte an verschiedene Kolloide, vor allem an die Globuline, denken. 
Wir haben uns aber tiberzeugt, daB dieses Moment nicht mitspielt 
oder jedenfalls leicht zu vermeiden ist, indem wir bei parallelen Be- 
stimmungen mit der gasanalytischen Methode sowie mit der von uns 
modifizierten Titrationsmethode eine sehr gute Ubereinstimmung er- 
reichen konnten. 

Diese Modifikationen werden durch folgende Uberlegungen not- 
wendig gemacht. 

Es ist ein Fehler der Originalmethode, da8B zur Versinnbildlichung 
der urspriinglichen Plasmareaktion als Endpunkt der Titration ein 
Phosphatgemisch mit der konstanten Reaktion py 7,4 angegeben ist. 
Das ist nicht nur darum unrichtig, weil die normale Durchschnitts- 
reaktion des Blutes bei Zimmertemperatur nicht py 7,4, sondern 7,58 
ist [Michaelis und Davidoff’), Hollo und Weiss*)}, und weil sowohl 
Phenolrot wie auch Neutralrot, und zwar im Gegensatz zu den An- 
gaben von van Slyke und Mitarbeiter, einen bedeutenden Eiweib- 
fehler haben, sondern noch vielmehr deswegen, weil die Reaktion des 
Plasmas, speziell aber unter krankhaften Bedingungen, iiberhaupt nicht 
konstant ist, sondern, wie das Michaelis und Davidoff gezeigt haben 
und auch wir auf kolorimetrischem Wege wiederholt fanden, zwischen 
Py 7,10 und 7,80 wechselt. Titrieren wir ein solches pathologisches 
Plasma bei der Bicarbonatbestimmung laut der originalen Vorschrift 
und ohne Riicksicht auf seine verinderte Reaktion bis zu py 7,40, 

1) Diese Zeitschr. 46. 

2) Ebendaselbst 144. 
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so machen wir denselben Fehler, der Gollwitzer passiert ist. Wir fand 
diesen Fehler in einigen daraufhin untersuchten pathologischen Fallen 
bis zu 5 bis 6 Vol.-Proz. Das Phosphatgemisch ist auBerdem auch 
noch deswegen ungeeignet zur Angabe der Endfarbe beim Titrieren 
weil es ganz klar ist, das verdiinnte salzsaure Plasma dagegen opa- 
leszierend und oft etwas gelblich. 

Wir benutzen deshalb als Vorlage zur erreichenden Endfarbe 
beim Titrieren kein Phosphatgemisch, sondern das mit Indikator ver- 
sehene und ohne Anderung seiner Reaktion entsprechend verdiinnte 
Plasma selbst. Dadurch werden simtliche oben erwihnte Fehler ver- 
mieden. Dem Entstehen eines Niederschlages im salzsauren Plasma 
und dadurch der eventuellen Ausfillung eines an die Globuline ge- 
bundenen Teiles der Salzsiure haben wir dadurch vorgebeugt, daB wi: 
keine mit destilliertem Wasser, sondern mit physiologischer Kochsalz. 
lésung verdiinnte Salzsiure benutzen, und itiberhaupt bei jeder Mani- 
pulation mit Plasma auf die Erhaltung der physiologischen Salz- 
konzentration achten. 

Auf Grund dieser Uberlegungen haben wir das titrimetrische Ver- 
fahren in zwei modifizierten Formen ausgearbeitet. Die eine Form 
haben wir zu wissenschaftlichen Untersuchungen bestimmt; wir haben 
dabei auch auf die Vermeidung jener Fehler ein Gewicht gelegt, dir 
bei Benutzung der originalen Methode dadurch zustande kommen 
daB bei dieser die Austreibung der Kohlensiure, da sie durch Zimmerluft 
geschieht, keine vollstandige ist. 

Die zuriickgebliebene Kohlenséure macht einerseits den Endpunkt 
des Titrierens unscharf, ein Umstand, der bei der Originalmethode zwar 
erwaihnt, dessen Ursache jedoch nicht angegeben ist, und fiihrt auBerdem, 
da sie beim Titrieren Lauge verbraucht, zu fehlerhaft niedrigen Bicarbonat- 
werten. 

Unsere andere Modifikation soll klinischen Zwecken dienen; wir 
haben bei ihrer Ausarbeitung nach gréBtméglicher Einfachheit gestre|' 

a) Beschreibung der klinischen Methode. 

Das Blut wird mit der Spritze aus einer Vene entnommen, nachi- 
dem die Stauung schon vorher ausgesetzt wurde; zu zwei Kontroll- 
bestimmungen geniigen 8 bis 9 ccm Blut. Das Blut wird in mit Gummi- 
ansatz und Klemme versehenen Zentrifugierréhrehen (s. Hollo uni 
Weiss, diese Zeitschrift 144, Abb. 1) tibertragen. die vorher mit etwa- 
(etwa 0,03 g) Natriumoxalat, einer Glasperle und einigen Kubikzenti- 
metern fliissigem Paraffin gefiillt wurden. Das Blut wird mit der Nace! 
unter das Paraffin geschichtet, so daB beim SchlieBen der Réhre etwa- 
Paraffin tiberrinnt. Zur Lésung des Oxalats wird dann die Rolre 
einigemal umgeschwenkt, jedoch mit Vorsicht, damit sich das Paraffin 
nicht mit CO, belade. Dann wird zentrifugiert, was eventuell — unte' 
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ParaffinabschluB — auch in abmontierten offenen Réhrchen geschehen 
kann. Unterdessen wird aus der carbonatfreien Stammlisung die 
entsprechende n/50 Laugenverdiinnung bereitet. 


Zubereitung der carbonatfreien Lauge: Gesiittigte (etwa 50proz.) Na(OH) 
wird eine Woche lang in einer mit Gummistépsel gut verschlossenen Flasche 
stehengelassen. Wahrend dieser Zeit setzt sich das Carbonat ab, so da 
die obenstehende klare Lésung carbonatfrei ist. Aus dieser Lauge wird 
mit kohlensiurefreiem Wasser eine n/2 Lésung bereitet und eingestellt. 
Diese n/2 Lauge 100 bis 200 cem geniigen fiir langere Zeit wird in 
einer Flasche aufbewahrt, die oben mit einem mit Chlorkalkréhrchen 
versehenen Gummistépsel verseher ist und die unten einen verschlieBbaren 
AusfluB hat, so daB dort Lauge entnommen werden kann, ohne daB Kohlen- 
siure eindringen kénnte. Die zum Titrieren notwendige Verdiinnung wird 
mit physiologischer Kochsalzlésung mit einer Pipette und MeBkolben 
frisch hergestellt und sofort in die Mikrobiirette gefiillt; auch die Biirette 
wird CQ,-dicht geschlossen, so daB die Lauge ihren Titer darin 12 Stunden 
unverandert behalt. Da die Verdiinnung immer aus derselben Grund- 
lésung und piinktlich geschieht, so geniigt es, ihren Faktor ein- bis zweimal 
wochentlich mit Salzsiiture zu bestimmen. 

Wir nehmen jetzt zwei gleiche runde Kolben von etwa 100 ccm 
Inhalt und fiillen in den einen 5 ccm in physiologischer Kochsalzlésung 
geléste n/100 HCl, in die andere 6,5 cem physiologische Kochsalzlésung, 
und geben zu beiden je 2 bis 3 Tropfen einer 0,3prom. Lésung von 
Phenolrot (eventuell Neutralrot). Dann messen wir in beide Kolben je 

. . . . . . . 
leem Plasma hinein. Uber den Inhalt des Kolbens mit Kochsalzlésung 
kommt etwas Paraffin geschichtet; die Farbe dieses Kolbeninhaltes 
wird den Endpunkt des Titrierens angeben. 


Eigentlich sollte die Verdiinnung mit kohlensdurefreier Kochsalz- 
lisung geschehen. Durch diese Vernachlassigung wird aber die Reaktion 
der als Vorlage benutzten Plasmaverdiinnung um héchstens p, 0.10 nach 
der sauren Seite verschoben. Das macht beim Titrieren, infolwe Pufferarmut 
des titrierten kohlensiurebefreiten Salzsiiure-Plasmagemisches, kaum einen 
Fehler von 1 bis 2 Vol.-Proz. aus, und zwar werden die erhaltenen Werte 
um soviel zu hoch sein. 


Das Salzsiiure-Plasmagemisch wird zur Entfernung der Kohlen- 
siure im Kolben 3 bis 4 Minuten stark rotiert, so daB sich der Inhalt, 
ohne zu schiiumen, in diinner Schicht auf die Wand des Kolbens aus- 
breitet. Es ist zweckmaBig, die kohlensiurehaltige Luft aus dem Kolben 
einmal mittels Wasserstrahlpumpe auszutauschen, oder einfacher, 
wihrend des Schiittelns eine Pause von einigen Minuten zu machen 
Dann wird mit carbonatfreier n/50 Lauge aus der Mikrobiirette bis 
zur Farbe der reinen Plasmaverdiinnung titriert. 


Berechnung: HCl — Na(OH) = Bicarbonat, d. h. 5 2mal') ver 
brauchte Kubikzentimeter Lauge = Bicarbonatgehalt des Plasmas in 


1) Die verbrauchte Lauge wird mit 2 multipliziert, weil sie zweimal 
stirker ist als die Salzsiure. 
Biochemische Zeitschrift Band 150. 33 
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n/100 Einheiten ausgedriickt. Die Umrechnung in Volumprozent (0, 


geschieht durch Multiplikation mit 22,4 (= Volumen eines mol. Gases 
bei 0°C und 760 mm). 

Z. B. es wurden beim Titrieren 1,0cem Lauge verbraucht. Faktor 
der Lauge sei 1,1. 

Bicarbonatgehalt des Plasmas = 5 — (2 x 1 x 1,1) = 2,8 = 0,028 n, 

= 2,8 x 22,4 = 64,7 Vol.-Proz. CO,. 

Wie groB ist der Fehler, der durch die Unvollstandigkeit der C,. 
Austreibung an der Zimmerluft entstehen kann ! 

Der Kohlensauregehalt der Zimmerluft sei — sehr hoch gerechnet 
0,4 Proz. Der Absorptionskoeffizient der Kohlensiure ist etwa 1. Da in. 
folge der siebenfachen Verdiinnung des Plasmas die absorbiert geblieben 
CO,-Menge versiebenfacht wird und diese Kohlensiure beim Titrieren 
groBtenteils neutralisiert werden mu, so entsteht dadurch ein Fehler 
von etwa 2,5 Vol.-Proz. Wir werden im schlimmsten Falle um so vie! 
zu wenig Bicarbonat erhalten. Bei der urspriinglichen Methode wird das 
Plasma 13mal verdiinnt, also ist auch dieser Fehler gréBer. 


b) Beschreibung der genaueren Methode. 


Blutentnahme wie bei a). Da aber zu zwei Kontrollbestimmungen 
3cem Blut ausreichen, so gebrauchen wir zum Zentrifugieren anstatt 
gewohnlicher Zentrifugierréhrchen kleine Widalréhrchen. 

Die Zubereitung der Lauge geschieht aus derselben schon beschriebenen 
Grundlésung; durch Verdiinnung mit kohlensdurefreier physiologischer 
Kochsalzlésung wird ad hoc eine n/200 Lésung verfertigt, die 12 Stunden 
haltbar ist. Die Austreibung der Kohlenséure kann durch Kochen ge- 
schehen oder einfacher durch Durchstrémen von O, oder N, aus einer 
Bombe’). Man kann zu diesem Zwecke auch eine Wasserstrahlpump 
benutzen, insofern sie mit Chlorkalktiirmen montiert ist. 

Die Versetzung des Plasmas mit’ Salzsiiure, die Austreibung der 
Kohlensiure sowie das Titrieren geschehen in 6 bis 7cm langen, 1,5 cm 
breiten Eprouvetten mit flachem Boden, wie wir solche auch zur Be. 
stimmung der Blutreaktion benutzen?). 

Wir nehmen zu jeder Bestimmung zwei solche Réhrehen und 
messen in die eine 2,5ccm in physiologischer Kochsalzlésung geliste 
n/100 HCl, in die andere 1,8 ccm physiologische Kochsalzlésung, cic 
noch seit ihrer Benutzung zur Laugenverdiinnung unter Paraffin 
kohlensiurefrei aufbewahrt wurde *). Letztere Réhre wird mit 2 Tropfen 
0,3prom. Phenolrotlésung versehen und mit Paraffin tberschichtet 
Aus dem unterdessen abzentrifugierten Plasma werden zur Salzsiure- 
réhre 0,5cem, zur Kochsalzréhre 0,2 cem gemessen. Die Salzsiiure- 





1) Siehe Hollé und Weiss, diese Zeitschr. 144. 

*) Ebendaselbst 144. 

’) Die Kochsalzlésung kann auch mit dem zu beschreibenden Apparat 
gleichzeitig mit den Plasma-Salzsiuregemischen kohlenséurefrei gemac!' 
werden. 
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rohre wird jetzt gut durchgemischt und je 1,2ccm ihres Inhaltes in 
zwei reine Réhrchen tibertragen ; diese enthalten jetzt je 0,2 com Plasma 
und 1,0cem HCl. (Wir haben diese Art der Abmessung angegeben, 
weil die gesonderte Abmessung von je 0,2 ccm Plasma viel schwieriger 
ist. Da die Kochsalzplasmaréhre nur zum Farbenvergleich dient, so 
spielt da die besondere Genauigkeit der Ausmessung keine Rolle.) 
Jetzt geben wir auch zu den salzséurehaltigen Réhrchen je 2 Tropfen 
Indikator. ° 

Die Austreibung der Kohlensiure geschieht mit folgendem ein- 
fachen — hauslich zusammenstellbaren — Apparat. Die Fliissigkeit 
wird dabei durch das 
kohlensiurefreie Gas nicht Bombe 
wie sonst durchstrémt, denn 
das wirde zur Schaum- 
bildung fihren, sondern 
nur von oben angeblasen 
und durchgemischt. 

Die vollstandige Aus- 
treibung der Kohlensiure 
ist — je nach Starke des 
Gasstromes — in 2 bis 
3 Minuten beendet. Wir 
titrieren sofort mit n/200 
Lauge bis zur Farbe der 
Vergleichsréhre ohne stir- 
keres Schiitteln und noch 
bevor die Flissigkeit CO, 
aufgenommen hatte. Das 
Titrieren ist in der geringen und kohlensiurefreien Fliissigkeit mit 
iuBerster Schirfe méglich. 





















































Berechnung: 2 — verbrauchte Lauge in Kubikzentimetern Bi- 
carbonatgehalt von 0,2 ccm Plasma in n/200 Einheiten. Diese Zahl mit 5 
multipliziert und 2 dividiert, ergibt den Bicarbonatgehalt des Plasmas in 
n/100 Einheiten. Die Umrechnung in Volumprozente geschieht dann durch 
Multiplikation mit 22,4. Wenn wir nur Volumprozente berechnen wollen, 
so multiplizieren wir den Ausdruck: (2 — verbrauchte Lauge in Kubik- 
zentimetern) direkt mit 56 (5/, x 22,4 = 56). Der Faktor der Lauge mu8 
entweder bei jeder Laugenverdiinnung oder, falls diese genau geschieht, 
zweimal wiéchentlich bestimmt werden. Zu diesem Zwecke messen wir 
aus der Mikrobiirette 0,5 ccm n/100 HCl in eine flache Eprouvette, ver 
treiben die CO, und titrieren mit unserer Lauge. 


Die ganze Bestimmung nimmt sehr wenig Zeit in Anspruch, 
besonders wenn man viele Bestimmungen nacheinander macht. In 
einer Stunde kann man fiinf bis sechs Plasmen bearbeiten mit je zwei 

33* 
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Doppelbestimmungen. Die Kontrollen stimmen bis auf 2 bis 3 Pro 
iiberein. 

In folgender kleinen Tabelle sind Ergebnisse von Bicarbona'- 
bestimmungen angegeben, in demselben Plasma einmal nach van Sly/: 
gasanalytisch, das andere Mal titrimetrisch nach der ,,genaueren Me- 
thode** bestimmt !): 





Tabelle I. 

Gasanalyse | Titrationsmethode 
Vol.sProz. CO» Vol»Proz. CO, 
69,0 68,5 
65,0 65,5 
59,5 62,5 
55,5 58,0 
67,5 68,0 
69,0 66,5 
59,0 61,5 


Die Ubereinstimmung ist also eine sehr gute, besonders wenn wii 
bedenken, daB auch die Gasanalyse nicht fehlerfrei ist. Wir schiatzen 
die Genauigkeit unserer Methode auf +2,5 Proz. (nicht Volumprozent) 

Die ,,klinische Methode“ mit der genaueren Methode verglichen, 
fanden wir, daB die Genauigkeit der ersteren auf +5 Proz. zu schatzen 
ist, was zu klinischen Zwecken hinlainglich ausreicht. 


1) Die gasanalytischen Untersuchungen wurden durch Herrn J. Fried 
linder ausgefiihrt, dem wir unseren verbindlichsten Dank aussprechen. 


(Aus | 
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Caleiumgehalt der SerumeiweiGfraktionen. 
Von 
Josef Csapo und Josef Faubl. 
(Aus dem physiologischen Institut der k. Pazmaény-Universitat in Budapest.) 


(Eingegangen am 18. Juli 1924.) 


In der alteren sowie in der neueren Zeit beschiftigten sich viele 
Forscher mit den Kationen des Blutserums: Na, K, Ca. Besonders 
das Calcium hat neben dem Kalium groBe Bedeutung erreicht. Im 
Blute kommt das Calcium in drei Formen vor: frei und zum EiweiB8 
gebunden; jenes kann wieder ionisiert und nicht ionisiert sein; Rona 


und Takahashi!) haben mit der Kompensationsdialyse gefunden, 
daB etwa 30 Proz. des Gesamtcalciums zum Eiwei8 gebunden sind. 
Uber die Verteilung des gebundenen Calciums zwischen den einzelnen 
EiweiBfraktionen konnten wir in der Literatur keine Angaben finden. 
Es haben mehrere Autoren den Calciumgehalt des Fibrins und Fibri- 
nogens analysiert, aber wie sich das Calcium in den einzelnen Eiweif- 
fraktionen verhalt, wurde noch nicht gepriift. Heute ist es schon all- 
gemein anerkannt, daB die Dispersion der einzelnen Serumeiweib- 
fraktionen nicht gleich ist. Den grébsten Dispersionsgrad zeigt das 
Fibrinogen, den feinsten das Albumin, und das Globulin steht in dieser 
Beziehung zwischen den beiden. Neben der Richtigkeit dieser Hypothese 
sprechen aber nur wenig Tatsachen, die als absolute Beweise annehmbar 
sind. Mit chemischen Versuchen kénnten wir vielleicht Stiitzpunkte 
finden, mit denen diese Hypothese zu bestarken wire, oder umgekehrt, 
die gefundenen analytischen Werte kénnte man mit dieser Hypothese 
erkliren. Die Zahl der EiweiBionen, die mit Basen und Salzen in 
Reaktion treten, ist in der gréber dispergierten Lésung kleiner als 
in der feiner dispergierten, vorausgesetzt, daB die prozentige und 
Hydrogenionkonzentration der gréber und feiner dispergierten Eiweib- 


1) P. Rona und D. Takahashi, diese Zeitschr. 31, 336, 1911. 
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lésung gleich ist. Farkas und Csapo haben mit vergleichenden Analyse» 
das Base- und Saéurebindungsvermégen des Serumalbumins und Serum. 
globulins untersucht. Die Ergebnisse haben gezeigt, daB das Serum. 
albumin beinahe zweimal soviel Saure und Base bindet als das Serum. 
globulin. Aus diesem Grunde kénnen wir im voraus erwarten, dai 
der Prozentgehalt des Fibrins, Fibrinogens und Globulins an Calcium 
kleiner wird als der des Albumins. Wird diese Annahme bestiitig: 
so haben wir wieder einen Beweis dazu, daB das Fibrinogen, Globulin 
und Albumin verschieden dispergiert sind. 

Die Calciumanalysen haben wir nach der Methode von de Waard') 
mit sehr kleinen Modifikationen ausgefiihrt. Das Eiwei8 verbrannten 
wir in einem alten, viel benutzten Quarztiegel (neuer Quarztiegel ist 
nicht zu empfehlen, da die erhaltenen Werte stets kleiner sind als im 
alten Quarz- oder Platintiegel) nach vorherigem Ausglihen des Tiegels 
die Asche wurde in 1 cem n HCl gelést, die Lésung brachten wir in 
ein Zentrifugierréhrchen von 12 ccm Inhalt, und den Tiegel wuschen 
wir noch dreimal mit 1 ccm heiBer n HCl aus. De Waard gebraucht 
zu der Lésung des Calciums und zum Auswaschen des Tiegels 0,5 bis 
leem Salzsiure. Nach unserer Meinung kann man mit so geringer 
Menge HC! das Calcium aus dem Tiegel in das Zentrifugierréhrchen 
bis zu den letzten Spuren nicht tibertragen, deshalb haben wir zu 
dieser Manipulation 4ccm HCl genommen. In den weiteren haben 
wir uns nach der Methode gerichtet. Das Calcium wurde mit Ammonium- 
oxalat aus ammoniakalischer Lésung gefallt, danach mit Essigsiure 
angesiuert, um das gebildete Calciumphosphat, Ferriphosphat, Ferri- 
oxalat in Lésung zu bringen. Den so entstandenen Niederschlag zentri- 
fugierten wir und wuschen dreimal mit 6ccm 2proz. Ammoniaks: 
schlieBlich siuerten wir mit normaler Schwefelsiure an und titrierten 
mit n/100 KMn0O,. 

Zuerst haben wir das Fibrin analysiert. Pferdeblut defibrinierten 
wir mit Glasstébchen und wuschen das so gewonnene Fibrin mit mehr- 
mals gewechseltem destillierten Wasser bis zur blaBgelben Farbe 
Die letzten Reste des Hamoglobins konnten wir durch Waschen nicht 
entfernen, aber die zuriickgebliebene Hamoglobinmenge ist so gering 
daB sie bei der Analyse keinen groBen Fehler verursachen kann. Nach 
dem Waschen wurde das Fibrin bis zur Gewichtskonstanz getrockne' 
und nach der oben angegebenen Methode auf Calcium analysiert 
Nach einigen Autoren ist das Waschen nicht ganz indifferent fir den 
Calciumgehalt des Fibrins, aber es ist doch héchstwahrscheinlich, da‘! 
aus dem in destilliertem Wasser unléslichen Eiwei8 durch Waschen 
das zu ihm chemisch gebundene Calcium nicht zu entfernen ist. Ander 


1) De Waard, diese Zeitschr. 97, 176, 1919. 
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umsténdliche Darstellungen haben wir vermieden, da jede weitere 
Manipulation, wie das Auflésen und darauf folgendes Fallen des Fibrins 
auf den Calciumgehalt einen bedeutenden EinfluB haben kann. Wir 
wollten den Inhalt an Calcium des nach der oben erwihnten Methode 
dargestellten Fibrins bestimmen; nach unseren Erfahrungen gibt 
die Calciumanalyse dieses Fibrins die der Wahrheit am nichsten 
stehenden Werte. Zu den einzelnen Veraschungen nahmen wir 1,3 bis 
15g Fibrin, selbstverstindlich kannten wir das Gewicht bei jeder 
Analyse genau. 

Unsere Ergebnisse sind: 1. 11,8 mg-Proz., 2. 12,1 mg-Proz., 
3. 11,9 mg-Proz., 4. 10,2 mg-Proz. Der Mittelwert: 11,5 mg-Proz. 
Calcium. 100g Fibrin enthalten also 11,5 mg Calcium. Hammarsten') 
hat noch im Jahre 1896 den Calciumgehalt des Fibrins bestimmt, und 
als gefundenen kleinsten Wert gibt er 52,4 mg-Proz. an. Das Fibrin 
hat er aus Oxalatplasma dargestellt, ob aber vor der Herstellung des 
Fibrins eine Abzentrifugierung des Calciumoxalats stattfand, wurde 
nicht erwaihnt. Sollte das Calciumoxalat abzentrifugiert werden, so 
diirfte im Fibrin kein Calcium vorhanden sein, denn nach unserem 
heutigen Wissen fallt das Oxalat nicht nur das freie, sondern auch 
das zum EiweiB gebundene Calcium; wenn dagegen das Calciumoxalat 
nicht abzentrifugiert wurde, so hat es das Fibrin wihrend seines Aus- 
scheidens okkludiert, in diesem Falle registrieren die Angaben Ham- 
marstens nicht das chemisch gebundene, sondern das okkludierte Calcium. 
Unsere Werte sind bei weitem nicht so hoch als die Hammarstens. 
Richter-Quitiner®) erwihnt noch in seiner Mitteilung den Calcium- 
gehalt des Fibrins, er fand nimlich, daB das Serum entschieden weniger 
Calcium enthilt als das Plasma, da das Fibrin wihrend des Ausfallens 
eine bedeutende Menge an Calcium mit sich reiBt. Definitive Zahlen 
gibt er aber keine an. Wenn wir unsere Analysen betrachten, so reiBt 
die aus 100 ccm Blut ausscheidende Fibrinmenge (0,3 bis 0,4 g) héchstens 
0,03 bis 0,04 mg Calcium mit sich, welches beziiglich der gesamten 
Caleciummenge des Serums sehr gering ist. 

Das Serumglobulin haben wir mit halbgesiittigtem, das Serum- 
albumin mit gesittigtem Ammoniumsulfat dargestellt. Beide wurden 
4 Wochen lang mit taglich mehrmals gewechseltem destillierten Wasser 
dialysiert. Das Dialysationswasser gab nach zweiwéchiger Dialysation 
mit BaCl, keine Sulfatreaktion mehr. Dann trockneten wir das dialy- 
sierte Globulin und Albumin bis zur Gewichtskonstanz und analysierten 
es nach der erwahnten Methode auf Calcium. Zu jeder Analyse nahmen 
wir von Globulin 0,8g, Albumin 0,5g. Man kénnte denken, daB das 


') Olof Hammarsten, Zeitschr. f. physiol. Chem. 22, 1895/96. 
®) Richter-Quittner, diese Zeitschr. 114, 1920. 
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Eiwei8 durch die Dialyse viel Calcium verliert und dadurch die Werte 
nicht der Wahrheit gemi8 waren, aber wie das Serumalbumin und 
Serumglobulin von der gebundenen Lauge durch Dialyse nicht voll. 
standig zu trennen ist, ebenso kann das gebundene Calcium durch 
Dialyse nicht ganz freigemacht werden. Die erhaltenen Werte sind 
nicht kleiner als die theoretisch vorgerechneten, sondern tibertreffen 
diese an GréBe mit einigen Prozenten. 


Ergebnisse der Analyse : 

Globulin: 1. 38,03 mg-Proz., 2. 36,93 mg-Proz., 3. 38,38 mg-Proz 
Mittelwert: 37,78 mg-Proz. 

Albumin: 1. 79,36 mg-Proz., 2. 77,53 mg-Proz., 3. 76,72 mg-Proz 
Mittelwert: 77,8 mg-Proz. 


Das Globulin enthalt also in 100 g 37,38 mg, das Albumin 77,8 mg 
Calcium. Wie aus diesen Angaben hervorgeht, hat das Globulin 3,28 mal, 
das Albumin 6,76mal soviel Calcium wie das Fibrin. Das Verhiltnis 
in dem Calciumgehalt des Globulins und Albumins ist 1 : 2,08, daraus 
folgt, daB das Albumin beinahe zweimal so reich an Calcium wie das 
Globulin ist. Der Unterschied im Calciumgehalt der einzelnen Eiwei}- 
fraktionen kann durch die verschiedene Dispersion erklirt werden, 
obwohl hier auBerdem noch andere Faktoren eine Rolle spielen kénnen, 
z. B. die Differenz in dem Aciditétsgrade der einzelnen Eiwei)- 
fraktionen usw. Den grébsten Dispersionsgrad besitzt das Fibrin 
bzw. Fibrinogen mit kleinstem Calciumgehalt; am feinsten diirfte 
das Albumin dispergiert sein und infolgedessen den gréBten Calcium- 
wert enthalten; zwischen beiden Fraktionen steht beziiglich der Disper- 
sion und Calciumgehalt das Globulin. Diese Tatsache wird leicht 
verstandlich, wenn wir in Betracht nehmen, daB z. B. eine 1 proz 
Fibrinogenlésung infolge der gréberen Dispersion viel weniger Eiweib- 
ionen liefert als eine 1 proz. Albuminlésung; da die Ionen die reaktions- 
fahigen Teile des EiweiBes bilden, tritt das Fibrinogen mit weniger 
Calcium in Verbindung als das Albumin. Ebenso verhilt sich auch das 
Globulin zu dem Albumin. Wenn der Calciumgehalt der EiweiBstoffe. 
abgesehen von der Hydrogenionkonzentration, nur von dem Dispersions- 
grade abhingt, so kann aus den erhaltenen Calciumwerten auf den 
relativen Dispersionsgrad der SerumeiweiBfraktionen geschlossen 
werden. Der Dispersionsgrad des Globulins ist nach den Calcium- 
werten dreimal, des Albumins siebenmal feiner als der des Fibrins 
bzw. Fibrinogens. Das Albumin ist zweimal feiner dispergiert als das 
Globulin. Aus diesen Zahlen wird es leicht verstandlich, weshalb das 
Fibrinogen so leicht ausfillt. Die Stabilitét einer EiweiBlésung hang' 
von der Dispersion und Ionisation des EiweiBes ab. Bei gleichem 
Ionisationsgrade ist sie um so mehr labil, je gréber die Dispersion 
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Das Fibrin bzw. Fibrinogen ist dreimal gréber dispergiert als das 
Globulin und siebenmal als das Albumin, deshalb kann es so 
leicht ausgesalzt werden, deshalb bildet es mit Wasser so instabile 


Losungen. 

Nun wollen wir mit den von uns gefundenen Werten die Menge 
des in 100cem Serum gebundenen Calciums berechnen. Nach An- 
gaben von Rona und Takahashi sind im Serum etwa 30 bis 35 Proz. 
des Gesamtcalciums zum EiweiB gebunden, welches Quantum, wenn 
man im Serum 11 mg-Proz. Calcium annimmt, héchstens 3,85 mg-Proz. 
ausmachen kann. Der EjiweiBgehalt des Blutserums betriigt durch- 
schnittlich 7,2 Proz., daraus fallen auf das Fibrinogen 0,4 Proz., auf 
das Globulin 2,8 Proz., auf das Albumin 4 Proz. Nach unseren Er- 
gebnissen enthalten: 

0,4g Fibrinogen. . . . . . 0,046mg Calcium 
Ree Sees 6 ke ws ew Ee Ce 
E00 Alvan. . ... 2 2 + aan 


Zusammen. . 4,216 mg Calcium 

Auf diesem Wege erhalten wir noch etwas héhere Werte als mit 
der Kompensationsdialyse. Es ist also nicht wahrscheinlich, daB ein 
groBer Teil des gebundenen Calciums wahrend der Dialyse frei wird. 

Man kénnte die Einwendung machen, da8 der Mindergehalt des 
Fibrins an Calcium dem Globulin gegeniiber von dem Calciumverlust 
wihrend des Waschens herrihrt. Das Globulin und Albumin wurde 
aber auf gleiche Weise hergestellt, im Albumin fanden wir trotzdem 
den doppelten Calciumwert. 

Zuletzt haben wir den Calciumgehalt des Citratfibrinogens unter- 
sucht. Das Fibrinogen wurde aus 0,3proz. Natriumcitratplasma mit 
28proz. gesiittigtem Ammoniumsulfat gefillt, wie das Globulin und 
Albumin 4 Wochen lang dialysiert, bis zur Gewichtskonstanz getrocknet 
und auf Calcium analysiert. 

Die Ergebnisse der Analyse: 1. 31,03 mg-Proz., 2. 30,8 mg-Proz., 
3. 31,07 mg-Proz., 4. 31,24 mg-Proz. Mittelwert: 31,01 mg-Proz. 

100 g Citratfibrinogen enthalten 31,01 mg Calcium, beinahe dreimal 
soviel wie das Fibrin. Dies kénnte damit erklirt werden, daB einerseits 
das 28proz. gesiittigte Ammoniumsulfat nicht nur das Fibrinogen, 
sondern auch einen Teil des Globulins fallt; andererseits daB das 
Natriumcitrat das Calciumbindungsvermégen der EiweiBkérper steigert. 
Bei der Hemmung der Blutgerinnung durch Natriumcitrat wird die 
Abnahme der Calciumionisation allgemein angenommen. Wir glauben, 
daB der Grund der Ionisationsverminderung in der oben erwihnten 
Verschiebung zu suchen ist, nach welcher die Menge des gebundenen 
Caleciums auf Kosten des freien im Serum wiichst. 
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Zusammenfassung. 

Wir haben nach der Methode von deWaard den Calciumgeha|: 
des Fibrins, Serumglobulins, Serumalbumins und Citratfibrinogen. 
bestimmt. 100g Fibrin enthalten 11,5 mg, Globulin 37,78 mg, Albumin 
77,8 mg Calcium. Je gréber die Dispersion der EiweiBkérper, desto 
kleiner der Calciumgehalt! Der Calciumgehalt des Citratfibrinogens 
ist 31,01 mg-Proz., also entschieden gréBer als der des Fibrins. Als 
Ursache dieser Erscheinung dirfte angenommen werden, daB einerseits 
durch das 28 proz. gesiittigte Ammoniumsulfat nicht nur das Fibrinogen 
sondern auch ein geringer Teil des Globulins gefiallt wird, andererseits 
das Natriumcitrat die Menge des zu den Serumeiweibk6rper gebundencn 
Calciums steigert. 
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Zur Kenntnis der Wirkungen undissoziierter Arzneimittel. 
Von 
E. Keeser. 
(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 19. Juli 1924.) 


In friiheren Mitteilungen (1) wurde von Untersuchungen iiber die 
Bedeutung der elektropolaren Adsorption fiir die Verteilung und Wirkung 
von Arzneimitteln berichtet. Diese Kriifte spielen indes zuniichst 
nur bei dissoziierten Elektrolyten eine Rolle, wihrend sie den Ver- 
teilungsmechanismus undissoziierter, elektrisch neutraler Gifte nicht 


erkliren. Der Frage nach den Verteilungs- und Wirkungsbedingungen 
dieser letztgenannten Arzneimittel wurde auf Grumd folgender Versuche 
nachgegangen : 


AnlaBlich von Untersuchungen tiber das Wesen der sogenannten 
,Entgiftungspaarungen™ stellte ich Versuche tiber die Giftigkeit von 
Phenol und Phenylschwefelsiure') fir Staphylococcus pyogenes aureus 
bei variierendem py, an. Es wurden hierbei in l proz. Peptonlésung 
(in physiologischer Kochsalzlésung), die durch Phosphat bzw. Acetat 
gepuffert wurde, gleiche Mengen einer 6proz. Phenollésung, so dab 
eine 0,6proz. Phenollésung entstand, bzw. die aquivalenten Mengen 
Phenylschwefelsiure sowie zwei Tropfen einer Aufschwemmung von 
Staphylococcus pyogenes aureus eingebracht; von diesen Lésungen, 
die auf einer Temperatur von 37° gehalten wurden, wurde in den unten 
angegebenen Zeitabstanden auf Schrigagarréhrchen tibergeimpft. Da- 
bei zeigte sich folgendes Bild des Wachstums bei 37°: 


1) Die Phenylschwefelsiure wurde nach den Angaben von Baumann, 
Jahresber. d. Tierphysiol. 6, 60, 1876; 8, 209, 1878; Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 2, 335, 1878, von Herrn Dr. M. Bédlint dargestellt. 
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1. 0,6 proz. Phenollésung: 














0,6 proz. Phenollésung Kontrolle 

— ——————————] @hee Phenol 

Pu = 8.52 Py = 987 Py = 5.76 Py = 3.98 Pu = 3% 
Nach 10Min.. +++ | +++ © +++ 7 one 
— Pe TTT TTT Tt++ on tTt+ 
— . oe TTT ++ saad TTT 
» By +++ r++ TT — +++ 
» ® , +++ +++ ++ _— +++ 
< can ae a ~ — oe 
aes oe oe ~ _ saane 
eae ++ + _ — +++ 
ae as _ _ _ +++ 
- 240 - + ss = _— +++ 

2. 1,35 proz. Phenylschwefelsiurelésung: 

1,35 proz. Phenylschwefelsiure Kontrolle ohne 

—— Phenylschwetel. 

Pu= 8,52 Pu 6,85 Py 5,71 Pa 3,95 saure Pu= 397 
Nach 15Min..|) +++ +++ | +4++ | +44 oe 
“i =e TTT r++ +++ TTT TTT 
» 6 , +++ +++ | +++ +++ +++ 
» % , +++ +++ | +44 oe +++ 
of ae +++ | +4++ | +4++ | +4 ce 
» WO, +++ +++ | ++ | ++ +++ 
oF +t ++ | ++ - oe 
» 240 , +++ ++ + + +++ 


+ bedeutet Wachstum, — bedeutet kein Wachstum. 


Hieraus ergibt sich, daB das Phenol, eine schwache Saure, im 
Sauren, d. h. in einem Reaktionsgebiet, in dem seine Dissoziation 
zuriickgedringt ist, starker wirksam ist als im Alkalischen. Um aus. 
schlieBen zu kénnen, daB schon durch die saure Reaktion allein eine 
Schidigung der Bakterien verursacht wurde, ziichtete ich durch Uber. 
impfungen, die sich iiber 6 Wochen erstreckten, einen Bakterienstamm, 
der bei py = 3,95 ein gutes Wachstum zeigte, und verwandte diesen 
Stamm zu den beschriebenen Versuchen. Ferner wurden Kontrollen 
mit variierendem pg ohne Phenol- bzw. Phenylschwefelsiurezusatz 
angesetzt, von denen in gleichen Zeitabstiinden wie bei den eigentlichen 
Versuchsréhrchen tibergeimpft wurde; hierbei wurde, wie zu erwarten 
war, auch bei der Uberimpfung nach sechsstiindigem Aufenthalt in 
einem py = 3,98 keine Wachstumshemmung beobachtet. 

Aus diesen Versuchen geht also hervor, daB das Phenol im sauren 
Milieu giftiger ist als im alkalischen; nebenbei bilden die Versuche 
eine Bestatigung der bekannten Tatsache, daB die Phenylschwefelsiure 
auBerordentlich wenig giftig ist. 
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Il. 

Dieses Ergebnis, da8 die undissoziierten Stoffe wirksamer sind 
als die dissoziierten, scheint ein in weiten Grenzen giltiges Prinzip 
darzustellen, denn es ist z. B. bekannt, daB die Basen der Chininalkaloide 
im alkalischen Milieu wirksamer sind als im sauren (2) und sich bei 
einer Reihe von Alkaloiden eine logarithmische Abhingigkeit der 
Invertasehemmung vom py bei gleicher Alkaloidkonzentration (3) 
zeigt. In Ubereinstimmung damit stehen auch die Befunde tiber die 
Abhangigkeit der Wirksamkeit von Alkaloiden auf Paramaecien (4) 
eine schwach alkalische Reaktion erhéht, eine schwach saure setzt 
ihre Giftigkeit herab), sowie die Beobachtung (5), daB das basische 
Guanidin beim alkalotischen Tiere starker wirkt als beim acidotischen, 
und der Zusatz von HCl den Eintritt der Guanidinvergiftung ver- 
zogert (6). Magenlipase wird durch Chinin und seine Derivate abhingig 
von der [H’] der Lésung (entsprechend dem Dissoziationsgrad des 
Chininsalzes) gehemmt (7). Umgekehrt geht auch das desinfizierende 
Vermégen der Benzoesiure der Konzentration der undissoziierten Saure 
proportional (8). 

Trypaflavin sowie basische Farbstoffe sind fir Bacterium coli und 
pyocyaneus im alkalischen Milieu bedeutend giftiger als im sauren (9); 
auch bei Zusatz von Serum (alkalisch!) wirkt Trypaflavin starker als 
im Wasser (10). Ferner wird Trypaflavin von Bacterium coli stirker 
gebunden als von Leberzellen (11): Da Kolibazillen alkalische Stoff- 
wechselprodukte bilden und dadurch das umgebende Medium alkalisch 
machen (12), wiahrend die Leberzellen nach der Herausnahme des 
Organs aus dem Kérper eine saure Reaktion aufweisen (13), so zeigen 
liese Versuche, daB das Trypaflavin ebenfalls im alkalischen Milieu, 
|. h. in undissoziiertem Zustande stirker als im dissoziierten wirkt. 


ll. 
Um iiber das Wesen der den oben geschilderten Wirkungen zu- 
unde liegenden Vorgiinge AufschluB zu erhalten, sind von sehr ver- 
chiedenartigen Gesichtspunkten aus Untersuchungen vorgenommen 
worden. 

1. Endler (14) priifte die Beeinflussung der End- und Exosmose von 
Farbstoffen in der lebenden Zelle durch Salze sowie durch Variierung 
les py, um hierdurch AufschluB tiber ihre Wirkungsart zu erhalten. 
Aus seinen sowie aus den von Raber (15) angestellten Versuchen geht 
ervor, daB die Ionen, die den Tonisations- und Hydratationszustand 
ler Zellkolloide zunehmen lassen, sowohl die aus der Zelle austretende 
lenge eines basischen Farbstoffs wie auch die eintretende vermehren, 
loch erfolgt bei héheren Konzentrationen der OH’-Ionen, bei denen 
a schlieBlich auch die Ionisation und Hydratation der Biokolloide 
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wieder zuriickgedringt wird, eine Hemmung des Farbstoffeintrit:. 
Ferner zeigen Endlers Versuche, daB neben den vom Hydratations. 
zustand der Zellkolloide abhingigen Diffusionsvorgingen auch spe:/- 
fische Affinitdten eine wichtige Rolle spielen. 

Zu ahnlichen Ergebnissen fiihrten die Versuche Jrwins tiber cic 
Aufnahme des basischen Kresylblaus in lebende Nitellazellen (16): 
Die Geschwindigkeit der Endosmose wiichst mit dem py und erreicht 
ein Maximum bei pg = 9, wihrend parallelgehend die Exosmose immer 
stirker abnimmt. Umgekehrt geht bei fallendem py die Endosmose 
immer weiter zuriick, wihrend die Exosmose zunimmt (Maximum bei 
Pu = 5,9). 

Die Ergebnisse dieser und der zahlreichen anderen (17) Unter- 
suchungen iiber die Permeabilitét der Zellen fir Gifte méchte ich im 
Rahmen dieser Uberlegungen nicht diskutieren, denn fiir das Wesen 
der Giftwirkung ist nicht die Permeabilitét, sondern die Affinitat 
maBgebend: Vorausgesetzt, daB eine Zelle fiir ein Gift permeabel ist, 
wird doch nur dann eine Reaktion eintreten, wenn eine Affinitat zwischen 
einem Bestandteil der Zelle und dem Gifte besteht; die Permeabilitit 
ist also ein zwar notwendiges, aber nicht ausreichendes Moment fiir 
die Aufnahme und Anreicherung eines Giftes. Es kann also z. B. aus 
den Versuchen Jrwins tiber die Abnahme der Exosmose bei steigen- 
dem py noch nicht geschlossen werden, daB die Zellen fiir Kresylblau 
impermeabel sind, zumal es ja auch unter denselben Bedingungen gut in 
die Zellen eindringt und sich in ihnen anreichert. Jrwins Untersuchungen 
zeigen also auch die groBe Bedeutung der spezifischen Affinitaét. Die 
Frage der Permeabilitaét hat also fiir die Pharmakologie nur eine sekun- 
dare Bedeutung; viel wichtiger ist die Frage nach den Vorgiingen an 
den Zellkolloiden. 

2. Mit dieser Frage haben sich auf Grund ihrer bereits erwahnten 
Beobachtungen, daB basisches Methylgriin im alkalischen Milieu stirker 
als im sauren wirkt, wihrend saure Farbstoffe im sauren wirksamer 
sind, Fleischer und Amster (9) beschiftigt und diskutieren die Még- 
lichkeit einer durch die Reaktion des Milieus bewirkten Anderung 
der Bakterien. Als Analogie hierfiir fiihren sie die Beobachtungen 
bei Firbeversuchen an Wolle an: Saure Farbstoffe erfahren bei Ver- 
wendung einer sauren, alkalische Farbstoffe bei Anwendung einer 
alkalischen Flotte eine Vermehrung ihrer Farbekraft. Diese Erscheinung 
wird auf Hlektroadsorption zuriickgefiihrt: die negativ geladene Wolle 
adsorbiert nur schlecht Saurefarbstoffe, die gleichfalls negativ geladen 
sind, gut dagegen basische, positiv geladene Farbstoffe. Im sauren 
Bade wird die negative Wolle positiv umgeladen und kann sich nun 
mit Saurefarbstoffen besser anfiarben; analog wird sie im alkalischen 
Bade stirker negativ aufgeladen und dadurch ihre Fiarbbarkeit fur 
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basische Stoffe verstarkt. Da wir wissen, daB wir auch bei Bakterien 
eine negativ aufgeladene Grenzschicht annehmen miissen, so tiber- 
tragen Fleischer und Amster die Beobachtungen beim FirbeprozeB auf 
die lebende Zelle. 

Auf diese Deutung der Befunde beim Firbeproze8 miissen wir 
etwas naher eingehen: Es ist nimlich zu beriicksichtigen, daB die 
Dissoziation saurer Farbstoffe im sauren, alkalischer Farbstoffe im 
alkalischen Milieu stark zuriickgedrangt wird ; sie bilden somit neutrale 
Molekiile. Wir wissen indessen, daB sich diese neutralen Molekiile 
assoziieren, d. h. zu gréBeren Komplexen von der Ladung des hoch- 
molekularen Ions zusammentreten und unter Erhaltung ihres Ladungs- 
sinnes adsorbiert werden. Also ist auch im Gebiete eines geringen 
Dissoziationszustandes cine elektropolare Adsorption méglich, die dann 
zu einer besonders starken Anreicherung fiihrt. Da8B eine Zuriick- 
dringung der Dissoziation durch andere als H’- und OH’-Ionen, wie 
sie ja etwa bei der Anfairbung toter Fasern (substantive Fiarbungen 
der Baumwolle) von groBer Bedeutung sind, fiir den lebenden Organismus 
in Frage kommt, ist unwahrscheinlich. — Nicht angiingig erscheint es 
indes, die lebenden Zellen hinsichtlich ihrer Umladefaihigkeit mit einer 
Wollfaser zu vergleichen. Es konnte nimlich in Versuchen, iiber die 
an anderer Stelle berichtet werden soll, nachgewiesen werden, dab 
auch in stark saurem Milieu (pq = 3,54) die Ladung der Bakterien 
intra vitam sich nicht andert, daB also ihre Zellkolloide sehr schwer 
umzuladen sind und eine Ladungsiinderung der Zellen in so weit- 
gehendem MaBe wie bei der toten Materie zur Erklirung einer ver 
inderten Giftwirkung nicht herangezogen werden kann. AuBerdem 
wirken auch die Farbstoffe in den Versuchen von Fleischer und Amster 
schon bei einem py, wesentlich stirker bzw. schwijcher, bei dem die 
Zellkolloide unméglich bereits umgeladen sein kénnen. Es miissen 
also andere, auBerhalb der Zellen gelegene Momente zur Erkliirung her- 
angezogen werden. 

3. Die GréBe der Hemmung der Zellatmung durch Chinin nimmt 
nach Rona (18) mit steigendem py zu, was dafiir spricht, daB die 
Hemmung durch die Chininbase bewirkt wird. Rona erblickt in der 
Progressivitaét dieser Hemmung den Ausdruck einer Verinderung ihrer 
die Oberfldchenspannung erniedrigenden Fahigkeit, und Michaelis (19) 
vertritt die Anschauung, daB die undissoziierten Molekiile oberflichen- 
aktiver und lipoidléslicher als die Ionen sind und diese Eigenschaften 
mit ihrer staérkeren Wirkung in ursichlichem Zusammenhang stehen. 
Nun fallt zwar bei den Chininalkaloiden das Optimum ihrer Desinfektions- 
wirkung nicht mit dem Optimum ihrer Oberflichenaktivitat zu- 
sammen (20), indessen braucht die Oberflichenaktivitat nicht dieselben 
Werte wie die Grenzflichenaktivitat zu besitzen. Es darf auBerdem 
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nicht auBer acht gelassen werden, daB die Oberflichenaktivitaét zw a: 
ein Moment ist, das zur Aufnahme fiihrt, aber noch nicht einen MaBsta}) 
fiir die Aufnahme selbst darstellt. 

Nun ist bekannt, daB die Léslichkeit der freien Alkaloidbasen, cic 
eine gréBere Oberflichenaktivitat als die Alkaloidsalze besitzen (2! 
weit hinter der ihrer Salze zuriicksteht; auBerdem besitzen im all. 
gemeinen die undissoziierten Stoffe eine geringere Léslichkeit als dic 
dissoziierten. Bei Abnahme ihrer Léslichkeit werden diese Stoffe 
leichter aus dem Lésungsmittel herausgetrieben, indem sie — nach 
Traubes Bezeichnung — einen geringen Haftdruck oder, wie Schoeller (22) 
sich ausdriickt, keine Hydratationszentren besitzen, die sie in dem 
Lésungsmittel festhalten. Infolgedessen reichern sie sich starker in 
der Grenzfliche zweier Phasen (z. B. Wasser-Zellkolloid) an und werden 
starker adsorbiert als die gut léslichen Stoffe, eine Erfahrung, die sich 
in der Kolloidchemie allgemein bestatigt hat (23). An der Grenzfliche 
der Zellkolloide lésen die von ihnen adsorbierten Molekiile Veranderungen 
aus, und es ist verstandlich, daB diese bei der Adsorption einer groben 
Anzahl von Molekiilen starker sind als bei der einer geringeren Zali! 

Zusammenfassend kann also gesagt werden, daB bestimmte un- 
dissoziierte Gifte stirker wirken als dissoziierte. Die Aufnahme diese: 
Gifte erfolgt durch die erhéhte Wirkung der Oberflichenaktivitat im 
Zusammenhang mit der Erniedrigung der Léslichkeit. Indessen brauchen 
die Stoffe nicht oberflachenaktiv oder schlecht léslich zu sein ; in diesem 
Falle handelt es sich nicht um eine unspezifische Adsorption, sondern 
um spezifisch chemische Wirkungen. Ferner kénnen die undissoziierten 
Molekiile zu gréBeren Komplexen von der Ladung des hochmolekularen 
Ions sich assoziieren; auf diese Weise kommt eine elektropolare Ad- 
sorption zustande,,die dann zu einer besonders starken Anreicherung 
an der Oberfliche fiihrt. Uber die Art, in der wir uns den Verlauf 
einer Reaktion zwischen einem Kolloid und einem Molekiil vorzu- 
stellen haben, geben — von chemischen Affinitaten abgesehen — cic 
Untersuchungen von Freundlich und Rona (24) tiber die Veranderung 
der Dielektrizititskonstanten an der Oberfliche der Kolloidteilchen. 
die zu einer Sensibilisierung der Kolloide fihrt, sowie die elektro- 
statischen Wechselbeziehungen zwischen heteropolaren Molekiilen (25 
AufschluB. 
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Uber Elektrodialyse. 
Von 


H. Freundlich und L. Farmer Loeb. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir physikalische Chemie und Elektro 
chemie, Berlin-Dahlem, und dem Universitatsinstitut fiir Krebsforschung, 
Berlin.) 


(Bingegangen am 23. Juli 1924.) 
Mit 3 Abbildungen im Text. 


Die klassische Methode zur Trennung eines Kolloids von den 
ihm beigemengten Kristalloiden ist die Dialyse. Sie besteht darin, 
daB das kristalloidhaltige Sol durch eine Membran, die fiir das So! 
undurchlassig, fiir das Kristalloid aber durchlassig ist, von Wasser 
getrennt wird. Das Kristalloid gelangt allmahlich durch die Membran 
hindurch in das AuBenwasser, und durch staindige Aufrechterhaltung 
eines Konzentrationsgefilles gelingt es allmahlich, das gesamte Kristal- 
loid zu entfernen. Diese Methode, die bekanntlich von groBer praktischer 
Bedeutung ist, ist nach den verschiedensten Seiten hin ausgearbeitet 
worden. Die beiden Hauptpunkte, die man hierbei im Auge hatte, 
waren schnelle und weitgehende Entfernung des Kristalloids. Es wiirde 
zu weit fiihren, hier auf all die verschiedenen Formen des Dialysators 
und all die verschiedenartigen Stoffe, die als Membran vorgeschlagen 
worden sind, einzugehen. Es sei aber auf die Zusammenstellung von 
H. Thoms in Abderhaldens ,,Handbuch der biologischen Arbeits- 
methoden“ (Abt. III, Teil B, H. 2) hingewiesen. 

Einen Fortschritt in dieser Hinsicht bedeutet die von Wo. Pauli (1) 
eingefiihrte Verbindung der Dialyse mit der Elektrolyse (,,Elektro- 
dialyse‘*). Bei seinem Verfahren wird eine aus drei Kammern bestehende 
zylinderférmige Apparatur verwandt. In die Mittelkammer, die von 
den Seitenkammern durch zwei Membranen aus Pergamentpapicr 
getrennt ist, kommt das zu reinigende Kolloid. Die Seitenkammern 
besitzen eine Spilvorrichtung; auBerdem befinden sich in ihnen dic 
aus Platin bestehenden Elektroden. Die Paulische Membrankom)i- 
nation ist sehr ungeeignet, da bei Anwendung von selbst sehr schwache 
Strémen die Reaktion in der Mittelkammer sauer wird. Im exper- 
mentellen Teil werden wir noch genau hierauf eingehen. Pauli vermeide' 
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diese Reaktionsiénderung dadurch, daB er mit Strémen von minimaler 
Starke arbeitet. Er mu8 dann aber die Elektrodialyse so lange aus- 
dehnen, daB ein nur geringfiigiger Vorteil gegeniiber der gewéhnlichen 
Dialyse vorhanden ist. Gerade die schnelle Entfernung der Kristalloide 
ist beim Arbeiten mit Kolloiden erstrebenswert, da sonst ihr ,,Altern“ 
eine Rolle spielen wird. Arbeitet man mit biologischen Kolloiden, so 
liegt der Nachteil langen Dialysierens klar auf der Hand. 

Eine bedeutende Verbesserung dieser Methode stammt von 
Ruppel (2) und seinen Mitarbeitern (Reitstétter, Praussnitz, Ornstein, 
Lasch). Sie sind ausgegangen von Untersuchungen von Bethe und 
Toropoff (3) tiber Neutralitatsstérungen beim Stromdurchgang durch 
Membrane. Bethe und Toropoff, die Untersuchungen von Hittorf (4) 
weiterfihrten, brachten eine Membran in eine neutrale Elektrolyt- 
lisung und schickten dann den elektrischen Strom hindurch. Sie 
fanden, daB zu beiden Seiten der Membran nach kurzer Zeit Kon- 
zentrationsinderungen im Elektrolytgehalt und Anderungen in der 
H-lonenkonzentration auftraten. Befand sich beispielsweise eine 
negativ geladene Membran in einer NaCl-Lésung, so trat auf der dem 
positiven Pol zugekehrten Seite der Membran alkalische Reaktion und 
Abnahme der Elektrolytkonzentration, auf der dem negativen Pol 
zugekehrten Seite saure Reaktion und Konzentrationszunahme auf. 
Bei einer positiv geladenen Membran waren die Erscheinungen um- 
gekehrt. Bethe und Toropoff fiihren diese Erscheinungen auf elektro- 
osmotische Vorgiinge zuriick. In den Poren der Membran kommt es zur 
Bildung einer Helmholtzschen Doppelschicht, und zwar besteht die 
iuBere Belegung (die Wandschicht) aus positiven oder negativen 
lonen (H’- oder OH’-Ionen plus den Kationen und Anionen des Elektro- 
lyten) je nach der Art, wie sich die betreffende Membran auflidt. 
Die Ionen der auBeren Belegung haften ziemlich fest an der Porenwand. 
Wird nun der Strom hindurchgeschickt, so beteiligen sich die Ionen 
der auBeren Belegung in geringerem MaBe an der Stromiberfihrung 
als die Ionen der inneren Belegung. Die Ionen der Wandschicht ver- 
halten sich so, als ob sie eine kleinere Uberfithrungszahl, die [onen 
der inneren Belegung, als ob sie eine gréBere Uberfithrungszahl hiatten. 
Auf Grund dieser Uberlegungen kann man die Fliissigkeit in der 
Membran als ein zweites Lésungsmittel betrachten, in dem die Uber- 
fihrungszahlen der Ionen von denen in der Elektrolytlésung ver- 
schieden sind. Es kommt mithin zu Verschiebungen in der Konzen- 
tration aller in Frage kommenden Ionen’). 

Von der Uberlegung ausgehend, daB man, um die neutrale Reaktion 
in der Mittelkammer aufrecht zu erhalten, zwei verschieden geladene 

1) Nernst und Riesenjeld, Ann. d. Phys. (4) 8, 600, 1902. 
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Membranen anwenden miisse, gingen Ruppel und seine Mitarbeit 
dazu iiber, eine passende Membrankombination ausfindig zu machen 
Fiir die Anodenseite suchte man eine positive Membran, fiir die Ka- 
thodenseite eine negative. Durch diese Anordnung sollten die an den 
Membranen auftretenden Neutralitatsstérungen sich kompensieren wid 
dadurch die urspriingliche H’-Ionenkonzentration aufrecht erhalten 
werden. Bei ihren Untersuchungen hatten Bethe und Toropoff uniter 
anderem gezeigt, daB eine Pergamentpapiermembran sich in einer 
neutralen Elektrolytlésung negativ, eine Membran aus Wollstoff, dir 
mit chromierter Gelatine imprigniert ist, sich positiv aufladt. Ein 
von Ruppel und seinen Mitarbeitern unter anderem benutzte Anordnung 
verwendet an der Anodenseite eine chromierte Gelatinemembran, an 
der Kathodenseite eine Pergamentpapiermembran, auBerdem wird 
der Inhalt der Mittelkammer durch einen Rihrer geriihrt, um eine 
Ionenstauung an den Membranen zu vermeiden. Die Anode besteht 
aus Platin, die Kathode aus Messing. Die Entfernung der Elektrolyt: 
aus dem Sol mit Hilfe dieser Methode bezeichnen Ruppel und Mit- 
arbeiter als ,,elektroosmotische, den ProzeB selbst nennen sie ,,Elektro. 
osmose“. Es ist natiirlich richtig, daB bei diesem ProzeB auch eine 
elektroendosmotische Wasseriiberfiihrung stattfindet, und daB_hier- 
durch auch Elektrolyt aus der Mittelkammer entfernt wird. Das 
Wesentliche ist aber die Entfernung der Elektrolyte durch die Elektro. 
lyse und Dialyse. Es ist deshalb richtiger, wie Pauli es tut, von einer 
,,Elektrodialyse“* zu sprechen. Wir schlagen vor, die Bezeichnung 
,,Elektroosmose“ fiir das geschilderte Verfahren fallen zu lassen. 

Ruppel, Reitstétter und auch R. Stern (5), die mit Gelatine-Per- 
gamentmembranen Serum elektrolytfrei machten, schreiben, daB sir 
hierbei nur geringfiigige Anderungen der H’-Ionenkonzentration beob- 
achteten. Zu einer experimentell eindeutigen Klarung der Frage 
wie und ob die H’-Ionenkonzentration in der Mittelkammer sich andert 
sind diese Versuche nicht geeignet, da Serum eine so stark puffernde 
Flissigkeit ist, daB allmahlich auftretende Saure- oder Alkalimengen 
sich nicht manifestieren. 

Wir haben es uns in der vorliegenden Untersuchung zur Aufgabe 
gemacht, die Vorgiinge in der Mittelkammer zu studieren, bei An- 
wendung verschiedener Membrankombinationen und _verschiedener 
Elektrolyte. Um einen geniigend groBen Stromdurchgang zu erzielen 
miissen die Elektroden ziemlich nahe an die Membranen herangebrach' 
werden (in etwa 0,5 cm Entfernung). Es ist hierbei nicht ausgeschlossen 
daB die an den Elektroden sich bildenden sekundiren Produkte cer 
Elektrolyse zu Stérungen infolge Einwirkungen auf die Membrane 
fiihren kénnen. Es gab deshalb zwei Arbeitsméglichkeiten: entwedet 
dafiir Sorge zu tragen, daB die an den Elektroden entstehende Siur 
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w. Alkali nicht bis an die Membran gelangt bzw. mit unpolarisier- 
baren Elektroden zu arbeiten und unter solechen Bedingungen die 
Vorginge in der Mittelkammer zu verfolgen; dann hitte man aber 
Bedingungen geschaffen, die man beim praktischen Arbeiten nicht 
realisieren kann. Oder aber, man arbeitet so, wie man bei der Elektro- 
dialyse praktisch vorgeht, dann mu8B man aber in Kauf nehmen, keine 
theoretisch einwandfreie Deutung der Vorgiinge an den Membranen 
geben zu kénnen. Wir zogen trotz dieses Nachteiles die zweite Unter- 
suchungsart vor, da uns daran lag, festzustellen, inwieweit die Elektro- 
dialyse praktisch zu verwerten ist. 


Versuchsanordnung. 


Wir benutzten einen aus drei Kammern bestehenden Apparat 
aus Glas, der dieselbe Form wie der Pawlische hat. Am klarsten gehen 
die Verhaltnisse aus der Zeichnung 
(Abb. 1) hervor. Die drei Teile sind 
genau aufeinander abgeschliffen. 

Die Membranen wurden mit Cellon- 

lack befestigt (man kann auch 

Gummiringe verwenden). Der Abb. 1. 

Apparat wird durch Schellen zu- { AcGeshemmes. aT ew me tN 
sammengehalten und kann durch ¢ Offnung fiir den Rihrer. d AbfluBofinung der 
7 4 . a. ‘ a Mittelkammer. ¢ Elektronen. f Membranen. 
einen Stiel an ein Stativ befestigt 

werden [s. Abb. 2')]. Die Mittel- 

kammer faBte rund 60ccm; sie 

kann beliebige Dimensionen haben, 

soll aber méglichst schmal (3 bis 

5em)sein. Als Elektroden benutzten 

wir zwei kreisférmige Netze aus 

diinnem Platindraht. Die Spannung 

des angelegten Gleichstromes betrug 

12, 60 und 120 Volt. In dem Strom- 

kreise befand sich ferner ein Milli- 

amperemeter. In allen Versuchen 

benutzten wir einen schraubenférmig gewundenen Glasriihrer. Als 
Membranmaterial dienten Pergamentpapier (Schleicher und Schiill), 
mit chromierter Gelatine*) imprignierter Wollstoff und Schweins- 
blase. Die untersuchten Salze waren Kahlbaumsche und Mercksche 


1) Wir sind Herrn cand. phil. Nitze fiir die Anfertigung der Zeichnung 
zu Dank verpflichtet. 

*) 10g Gelatine, 3g Ammoniumbichromat, 5g Glycerin in 100 ccm 
Aqua dest. gelést; Wollstoff hiermit bestreichen und belichten. Zwei- bis 
dreimal zu wiederholen. 
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Praparate ,,Zur Analyse“. Zur Herstellung der Elektrolytlésungen 
und zum Spiilen wurde, wenn nicht anders vermerkt, frisch aus. 
gekochtes destilliertes Wasser benutzt. Die H-Ionenkonzentration 
wurde elektrometrisch unter Verwendung von U-férmigen Elektroden 
bestimmt. Zu jeder Bestimmung wurden 5ccm entnommen. [a 
die Bestimmung der H’-Ionenkonzentration in neutralen Elektrolyt- 
lésungen mit U-Elektroden Schwierigkeiten bereitete (s. auch Hassel. 
balch, diese Zeitschr. 49, 451, 1913), so wurde darauf verzichtet, in 
diesen Fallen die Anfangs-H-Ionenkonzentration festzustellen. Wir 
konnten dies um so eher tun, als wir frisch ausgekochtes destilliertes 
Wasser benutzten. — In den folgenden Protokollen bringen wir immer 
nur einen typischen Versuch von vielen. 


Versuchsergebnisse. 


Es wurde zuerst die Reaktion in der Mittelkammer untersucht 
beim Elektrodialysieren von 0,5proz. NaCl-Lésung unter Verwendung 
verschiedener Membrankombinationen. 

In den folgenden Protokollen wird in der ersten Spalte die Zeit 
der Probenahme, in der zweiten die Anzahl Milliampere, in der dritten 
die angelegte Spannung, in der vierten die H-Ionenkonzentration in 
der Mittelkammer angegeben. Aus der Anzahl Milliampere gewinnt 
man ein deutliches Bild tiber den Verlauf und die Intensitaét des 
Prozesses. Im Moment der Stromeinschaltung ist der Widerstand 
groB, da in den AuBenkammern sich reines destilliertes Wasser be- 
findet. Bei Eintritt der Ionenwanderung nimmt dann die Strom- 
stirke zu, um in jenen Fallen, in denen die Elektrodialyse weitgehend 
fortgeschritten ist, wieder abzunehmen. 


a) Zwei negative Membranen (Pergamentpapier). 
50cem 0,5proz. NaCl. 





Minuten ‘Milliampere = Volt } Pu 
0 | 12 12 —_ 

5 | 23 12 3,26 

15 22 12 3,00 

25 | 23 12 2,79 


Bei Verwendung von NaCl-Lésung wurde die Reaktion der Fliissig- 
keit in der Mittelkammer stets sauer. 

Weniger eindeutig waren die Befunde mit zwei positiven Mem- 
branen. In einem Teile unserer Versuche benutzten wir einen mit 
Chromgelatine impriignierten Wollstoff, bei dessen Anwendung <i 
Reaktion in der Mittelkammer ebenfalls stets sauer wurde. 
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,) Zwei positive Membranen (Chromgelatine). 50ccm 0,5proz: NaCl. 





Minuten Milliam pere Volt Pu 


0 12 j _ 

5 120 j 3,80 

10 270 | = 

15 318 2,39 

20 138 — 

25 78 3,20 

Dieselben Versuche, bei denen ein garantiert reiner Wollstoff 

verwendet wurde (er wurde uns in liebenswiirdiger Weise vom Kaiser 
Wilhelm-Institut fiir Faserstoffchemie zur Verfiigung gestellt) ergaben 
genau das entgegengesetzte Verhalten. 


b,) Zwei positive Membranen (Chromgelatine). 50ccem 0,5proz. NaCl. 





Minuten Milliampere Volt Pu 


3 60 _— 
25 60 _ 
40 60 8,20 

108 60 10,32 
294 60 10,30 


Die in den Protokollen b,) und b,) wiedergegebenen Ergebnisse 
sind sehr eigentiimlich. Eine Deutung werden wir in der Besprechung 
unserer Befunde zu geben versuchen. Sie weisen aber auf die grobe 
Unsicherheit hin, die sich beim Arbeiten mit Membranen immer wieder 
manifestiert. 

Als Membranen, die sich positiv aufladen sollen, wurden ferner 
Schweinsblasenmembranen benutzt. Sie waren fiir unsere Versuchs- 
zwecke sehr ungeeignet, da ihre Durchlassigkeit sich dauernd ver- 
inderte und da die Membran an der Kathodenseite nach einiger Zeit 
sehr stark gequollen war. Hier zeigte sich die auffallende Erscheinung, 
daB die Reaktion der Fliissigkeit in der Mittelkammer zuerst alkalisch, 
dann neutral und schlieBlich sauer wurde. 


c) Zwei Schweinsblasenmembranen. 50ccm 0,5proz. NaC). 





. || Reaktion gegen- 
Minuten Milliampere Volt tiber Lackmus 
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Wir gingen dann dazu iiber, die Vorgiange zu untersuchen, cic 


sich abspielen bei Benutzung zweier ungleichnamiger Membrane 
einer positiven an der Anodenseite, einer negativen an der Kathoden- 
seite. Die Versuchsbedingungen waren dieselben, wie sie Ruppel und 
seine Mitarbeiter (1. c.) und auch R. Stern (1. c.) bei ihren Untersuchungen 
angewandt haben. Wie aus dem untenstehenden Protokoll hervorgeht, 
wurde bei Elektrodialyse von NaCl die Flissigkeit in der Mittelkammer 
nach einiger Zeit alkalisch. 

d) Positive Membran (chromierte Gelatine) an der Anodenseite, negativ: 


Membran (Pergamentpapier) an der Kathodenseite. 
50 cem 0,5proz. NaCl. 








Minuten Milliampere Volt PH 
0 28 12 — 
5 36 12 10,18 
10 33 12 a 
15 i 36 12 11,05 
20 34 12 _ 
25 38 12 11,25 


Wir erhielten bei der Elektrodialyse von NaCl-Lésung mit zwei 
ungleichnamigen Membranen in der obigen Anordnung immer alkalisc he 
Reaktion in der Mittelkammer, und zwar unabhingig davon, welchen 
der beiden Wollstoffe wir fiir die positive Membran verwandten. 

Zur Kontrolle kommutierten wir den Strom und erhielten, wie 
zu erwarten war, jetzt saure Reaktion der Mittelflissigkeit. 


e) Positive Membran (chromierte Gelatine) an der Kathodenseite, negative 
Membran (Pergamentpapier) an der Anodenseite. 
50 cem 0,5proz. NaCl. 














Minuten | [ Milliampere Volt Pu 
12 = Se Bae 

5 9 12 i 4,11 

10 8 a 
15 8 12 I 3,44 
20 8 12 l — 
25 8 12 | 3,35 


Theoretische Erérterung der bisherigen Versuchsergebnisse. 


Versucht man, sich ein Bild zu machen von den Vorgiingen, «ic 
sich bei den beschriebenen Versuchen an den Membranen abspielen, 
so wird man dazu neigen, auf die Versuche und Anschauungen von 
Bethe und Toropoff zuriickzugreifen. Ganz analoge Verhiltnisse hat 
man bei der Elektrodialyse jedoch nicht, denn bei Bethe und Toropo// 
handelt es sich darum, daB eine Membran in eine Elektrolytlésung 
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ingeschaltet wird und daB zu beiden Seiten der Membran die Elektroden 

sich in der Elektrolytlésung befinden. Die Membran wirkt hierbei 
wie ein zweites Lésungsmittel, in dem die Uberfithrungszahlen der 
fonen andere sind als in einer gewéhnlichen wasserigen Lésung. Bei 
der Elektrodialyse aber ist die Anordnung die folgende: Positive 
Elektrode in destilliertem Wasser, erste Membran, Elektrolytlésung, 
zweite Membran, negative Elektrode in destilliertem Wasser. Wir hatten 
es hierbei mit drei Lésungsmitteln mit verschiedenen Uberfiihrungs- 
zahlen zu tun. Ein weiterer Umstand, der ein theoretisches Eindringen 
in die Erscheinung sehr erschwert, ist die Tatsache, daB man mit einer 
Umladung der Membranen wahrend der Elektrodialyse rechnen muB. 
Legen wir unserer Erérterung dennoch die Anschauungen von Bethe 
und Toropoff zugrunde, so sind wir uns bewuBt, daB dies nur ein Not- 
behelf sein kann. Folgende Fille waren zu betrachten: 

1. Protokoll a): Hier bildet die an der Anodenseite befindliche 
negative Membran ein Hindernis fir die Cl'-Ionen. Die Reaktion in 
der Mittelkammer wird sauer. 

— Pol 


+ Pol cr Na’ 
neg. Membr. neg. Membr. 
2. Protokoll b,): In diesem Falle werden die Na’-Ionen zuriick- 
gehalten. Die Reaktion der Mittelflissigkeit wird alkalisch. 


od 


+ Pol cr Na’ | — Pol 
pos, Membr. pos. Membr. 

3. Protokoll d): Bei dieser Anordnung miiBten theoretisch die 
positiven wie die negativen Ionen gleich gut durch die Membranen hin- 
durchgelangen kénnen, und die Reaktion in der Mittelkammer miibte 
neutral bleiben. Wie die Versuche aber ergaben, war die Reaktion 
stets alkalisch. Man kann dies nur erkliren, wenn man annimmt, da 


+ Pol cr Na’ — Pol 


pos. Membr. neg. Membr. 
die Pergamentpapiermembran nur schwach negativ geladen ist. Eine 
Analogie hierzu und eine gewisse Bestatigung fiir die Richtigkeit dieser 
Auffassung hiitte man in jenen Versuchen zu sehen, in denen bei An- 
wendung zweier Gelatinemembranen die Reaktion der Mittelfliissigkeit 
sauer wurde. Man muB8 hier annehmen, dab diese Membranen nur 
schwach positiv geladen waren. 

Wie aus den obenstehenden Betrachtungen hervorgeht, ist es 
zurzeit nicht méglich, eine einwandfreie Erklarung fir die Vorgiange 
bei der Elektrodialyse zu geben. Rein praktisch sind keine der bisher 
vorgeschlagenen Membrankombinationen wirklich geeignet, da sie bei 
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schon relativ schwachen Strémen zu Neutralitatsstérungen der Mitt«| 
flissigkeit fihren. Besonders ungeeignet erscheint es uns, zwei Per. 
gamentpapiermembranen zu benutzen, wie Pauli es tut. Wir werden 
noch weitere Belege hierfiir bei unseren Versuchen mit Serum geben 
Wie wir im weiteren Verlauf unserer Untersuchung fanden, ist dic 
Ruppelsche Anordnung am meisten zu empfehlen. Wir haben deshal} 
die Verhaltnisse bei der Elektrodialyse unter Verwendung von Gelatine- 
Pergamentpapiermembranen besonders eingehend untersucht. 


Weitere Versuchsergebnisse. 

AuBer NaCl wurde noch eine Reihe anderer Elektrolytlésungen 
der Elektrodialyse unterworfen. Hierbei, wurde nur die Ruppelsche 
Membrankombination benutzt. 

f) Elektrodialyse von 50cem 0,5proz. KCl-Lésung. 
(Gelatine-Pergamentpapiermembranen. ) 





Minuten Milliampere | Volt Pu 
0 34 60 _ 

3 70 60 8,11 

6 132 | = 60 10,33 

10 240 60 11,13 


KCl hat insofern theoretisches Interesse, als bei ihm Anion und 
Kation gleiche Wanderungsgeschwindigkeiten besitzen. Auch hier 
wurde die Reaktion in der Mittelkammer mit der obigen Membran- 
kombination alkalisch. ’ 

Dasselbe Verhalten zeigte auch Na,SO,. Die wisserige Lésung 
dieses Elektrolyten wurde ebenfalls bei der Elektrodialyse durch 
Gelatine-Pergamentpapiermembranen alkalisch. 


g,) Elektrodialyse von 50 cem 0,5 proz. Na, SO,-Lésung. 
(Gelatine-Pergamentpapiermembranen. ) 


























Minuten Milliampere Volt Pu 
| | 

0 14 60 — 

5 32 60 6,13 

10 41 60 6,39 

15 50 60 6,63 

20 55 | 60 9,18 


Wir méchten hier einen Versuch protokollieren, der auf eine Er- 
scheinung aufmerksam macht, die wir haufig beobachtet haben. In 
einer Reihe von Untersuchungen mit demselben Elektrolyten nimmt 
in einem Versuch die Fliissigkeit in der Mittelkammer ohne ersichtlichen 
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Grund die entgegengesetzte Reaktion an. In den darauf folgenden 
\ersuchen wird dann die Reaktion wieder so, wie man sie nach dem 
bisherigen Verlauf erwarten muBte. Dieser Befund zeigt klar, wie wenig 
iubersichtlich die Vorgange an den Membranen sind. Praktisch ergibt 
sich hieraus, daB man bei der elektrodialytischen Reinigung von Kol- 
loiden stets die H’-Ionenkonzentration des Kolloids feststellen muB. 


g.) Elektrodialyse von 50ccem 0,5proz. Na,SO,-Lésung. 
(Gelatine-Pergamentpapiermembranen. ) 





Minuten Milliampere Volt Pu 


0 17 60 --- 

5 30 60 6,25 
10 39 60 6,34 
15 47 60 5,52 ! 
20 60 60 4,25! 

Ein Elektrolyt, der in wisseriger Lésung saure Reaktion zeigt, 
ist CH,COONH,. Der Elektrodialyse unterworfen, anderte er auch 
nach 23 Minuten nicht seine Reaktion. Kommutierte man den Strom, 
so blieb auch hierbei die Reaktion konstant. 


h,) Elektrodialyse von 50cem 0,5proz. CH,COON H,-Lésung. Gelatine- 
membran an der Anodenseite, Pergamentpapiermembran an der Kathoden- 
seite. 





Minuten Milliampere Volt 


0 48 120 
l 24 120 
5 37 120 
15 37 120 
23 36 120 


h,) Elektrodialyse von 50 ccm 0,5proz. CH,COON H,-Lésung. (Gelatine- 
membran an der Kathodenseite, Pergamentpapiermembran an der 
Anodenseite. ) 





Minuten 


0 
l 
5 


15 


Milliampere 


52 
19 
17 
18 


Volt 


120 
120 
120 
120 


Pu 


4,80 


4,80 
4,80 


Einflu8 der Elektrolytkonzentration und der angelegten Spannung. 


Es ist selbstverstandlich, daB der Grad der Reaktionsinderung 
abhingig ist von der Konzentration des Elektrolyten und von der 


angelegten Spannung. 


Da uns aber daran gelegen war, méglichst ein- 
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gehend die Vorgiange bei der Elektrodialyse kennenzulernen, so wurde 
auch diese Frage einer experimentellen Priifung unterzogen. Als Ele. 
trolyt diente NaCl, die Membrankombination war die von Rupjel 
angegebene. Bei sehr schwachen Elektrolytkonzentrationen und 
niedrigen Spannungen kam es, wie zu erwarten war, zu nur gering- 
figigen Neutralitatsstérungen. Bei starkeren Elektrolytkonzentrationen 
und héheren Spannungen erhielten wir die folgenden Ergebnisse : 


i) Elektrodialyse von 50 ccm NaCl-Lésungen. 
(Gelatine-Pergamentpapiermembranen. ) 





Resametien Minuten  Milliampere | Volt Pu 
0 16 60 _— 
1 15 60 —- 

2 15 60 5,78 

4 17 60 8,31 

0,1 Proz. 5 16 60 8,90 
NaCl 0 40 120 ais 
l 37 120 -- 

2 58 120 8,64 

4 81 120 9,11 

5 74 120 10,77 
0 —_ 60 — 
l 43 60 oe 

2 45 60 6,59 

4 58 60 9,73 
NaCl ; 0 48° 120 oie 
H| 1 48 120 — 

| 2 78 120 9,19 

4 180 120 11,16 

5 198 120 11,46 





Weiterhin hangt die Intensitaét der Elektrodialyse von der Ent- 
fernung der Elektroden von den Diaphragmen ab. Die Elektrode sol! 
etwa 0,5cem von der Membran entfernt sein. 

Nachdem im groBen und ganzen die Verhiltnisse bei der Elektro- 
dialyse durch die Untersuchung von Elektrolyten klar geworden waren 
gingen wir dazu tiber, die Reaktionsinderungen zu untersuchen, die bei 
der elektrodialytischen Reinigung von Solen auftreten. In erster Linic 
interessierten uns die Vorginge bei der Elektrodialyse von Blutserum 
da diese Methode bei biologischen Arbeiten von groBer praktischer 
Bedeutung ist. Bekanntlich benutzt man die Dialyse, um das Serum 
in seine Fraktionen zu zerlegen. Da das Serumglobulin nur bei Gegen- 
wart von Elektrolyten léslich ist, so flockt es bei Unterschreitung 
einer gewissen Elektrolytkonzentration aus. 

Zuerst untersuchten wir die Paulische Anordnung. Bei niedrigen 
Spannungen dndert sich die Reaktion in der Mittelkammer nur wenig 
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In den Versuchen mit Serum war auch die Elektrolytkonzentration 
sehr niedrig, da das Serum stets zehnfach verdiinnt wurde. 
den folgenden Protokollen hervorgeht, war die Stromstirke sehr klein. 


Unter diesen Bedingungen dauert es auch natiirlich lange, bis das 


Wie aus 


Serum elektrolytfrei ist. 
k,) Elektrodialyse von 50ccm Serum (1: 10 verdiinnt). 


(Zwei Pergamentpapiermembranen. ) 





Minuten Milliampere Volt Pu Bemerkungen 


0 12 35 Serum leicht getribt 
15 12 ,12 ” . . 
30 12 7,07 . tribe 
60 12 6.61 s ‘ 

Wenn man aber einen Strom von 120 Volt anwendet, so wird 
das Serum nach kurzer Zeit stark sauer, und zwar so stark sauer, dab 


das ausgeflockte Globulin peptisiert wird. 


k,) Elektrodialyse von 50 ccm Serum (1: 10 verdiinnt). 
(Zwei Pergamentpapiermembranen. ) 





Minuten Milliampere Volt Pu Bemerkungen 


0 24 120 7,34 
5 30 120 } 6,51 Serum tribe 
15 29 120 481 e 2 


20 24 120 401 s waaserklar 

Die Stromstirke war auch in diesem Versuch sehr klein — maximal 
30 Milliampere —, trotzdem trat eine stark saure Reaktion auf. 

Legte man bei Verwendung der von Ruppel und seinen Mitarbeitern 
empfohlenen Membranenkombination einen Strom von 120 Volt 
Spannung an, so andert sich die Reaktion in der Mittelkammer nur 
wenig. 

1,) Elektrodialyse von 50 ¢cm Serum (1: 10 verdiinnt). 
(Gelatine-Pergamentpapiermembranen. ) 





Minuten Milliampere Volt Pu 


0 24 120 7,60 
5 45 120 7,46 
20 28 120 6,78 
40 8 120 6,71 
Wie aus diesem Protokoll ersichtlich ist, ist das Serum nach 
40 Minuten weitgehend elektrolytfrei. Das py ist ein wenig nach der 
sauren Seite hin verschoben. LEin‘ge Male bekamen wir mit dieser 
Anordnung voriibergehend alkalische Reaktion des Serums. 
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1,) Elektrodialyse von 50 ccm Serum (1: 10 verdiinnt). 
(Gelatine-Pergamentpapiermembranen. ) 





Minuten Milliampere Volt Pu 
0 18 120 — 
5 66 120 7,66 
ll 48 120 9,02 
26 16 120 9.20 
75 3 120 7,66 


Zwei Gelatinemembranen zu benutzen ist ungiinstig, da dic 
Membran an der Kathodenseite in der alkalischen Liésung der AuBen- 
kammern leicht quillt. 


Zusammenfassung. 


1. Die von Wo. Pauli eingefiihrte Unterstiitzung der gewéhnlichen 
Dialyse durch den elektrischen Strom bedeutet einen wesentlichen 
Fortschritt. Die Bezeichnung ,,Elektrodialyse“ (Pauli), ist der von 
Ruppel vorgeschlagenen Bezeichnung ,,Elektroosmose** vorzuziehen. 

2. Um die Vorgiinge bei der Elektrodialyse genauer analysieren 
zu kénnen, wurden verschiedene Elektrolytlésungen der Elektro- 
dialyse unterworfen. 

3. Die von Pauli benutzte Membranenkombination (zwei Per- 
gamentpapiermembranen) ist fiir die Elektrodialyse von Serum un- 
geeignet. Benutzt man, wie Pauli es tut, sehr schwache Stréme, so 
ist der Vorteil dieser Methode gegeniiber der gewéhnlichen Dialyse 
nur gering. Bei stirkeren Strémen ist sie unbrauchbar, da die Lésungen 
dann sauer werden. 

4. Obwohl die von O. Ruppel und seinen Mitarbeitern vorge- 
schlagene Membranenkombination (chromierte Gelatinemembran an 
der Anodenseite, Pergamentpapiermembran an der Kathodenseite) 
nicht die theoretisch erwarteten Verhaltnisse ergibt, so gibt sie praktisch 
bei der Elektrodialyse von Serum zufriedenstellende Ergebnisse, da 
die hierbei bisweilen auftretende alkalische Reaktion weniger tief- 
gehende Verinderungen der EiweiBkérper verursachen diirfte (siehe 
S. P. L. Sérensen, Zeitschr. f. physiol. Chem. 103, 267, 1918). Zurzeit 
stellt sie die geeignetste Anordnung dar. 
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Physikalisch-chemische Untersuchungen iiber die Harnsiure. 


Ve ym 


Rudolf Stern. 
(Aus der medizinischen Universitétsklinik zu Breslau.) 


(Eingegangen am 24, Juli 1924.) 


Von den verschiedenen Theorien, die in den letzten zehn Jahren 
iiber die Entstehung der Gicht ausgebaut worden sind [Brugsckh (1, 2) 
und Schittenhelm (3), Thannhauser (4, 5), Severin (6), Gudzent (7)], hat 
bis jetzt keine allgemeine Anerkennung gefunden. Schittenhelm (3) 
schrieb selbst kiirzlich, er glaube, ,daB heute noch nicht die Zeit ge- 
kommen ist, eine der Theorien als absolut gesichert betrachten zu 
kénnen“*. Nach wie vor besteht Minkowskis (8) Feststellung zu Recht, 
daB fir die endgiltige Aufklirung des Gichtproblems, abgesehen von 
einer abnormen Gestaltung von bestimmten Stoffwechselvorgingen, 
,besondere Eigenschaften der Harnsiéure selbst, Anderungen ihrer 
chemischen oder physikalischen Beschaffenheit hauptsichlich in Be- 
tracht kommen“. Zweck der nachstehenden Untersuchungen ist es, 
die Besonderheiten, die die Harnsiiture — zuniichst in vitro — bietet, 
und die seit den grundlegenden Arbeiten von His und Paul (9) vielfach 
untersucht worden sind, im Hinblick auf das Gichtproblem weiter zu 
verfolgen. 


I. Mitteilung: 
Das Problem des Harnsiurekolloids. 

Als im Jahre 1913 die ersten Untersuchungen von Schade und 
Boden (10) itiber die kolloidale Harnsiure erschienen waren, schrieb 
Minkowski (8): ,,Es ist vorliufig noch gar nicht abzusehen, welche Be- 
deutung diese Tatsachen fiir die Pathologie der Gicht gewinnen kénnen. 
Jedenfalls aber sind sie von gréBter Tragweite, und sie stellen alles 
in Frage, was bisher iiber die Bedingungen fiir die Lésung, den Trans- 
port und die Abscheidung der Harnsiéureverbindungen im Organismus 
behauptet worden ist.“‘ Inzwischen hat Schade (11) [und neuerdings 
auch Barkan (21)] in weiteren Publikationen die Untersuchung der 
kolloidalen Harnsiure fortgefiihrt, wihrend eine Anzahl anderer 





OS ey Oe 


eh em <tc ae 


a 











536 R. Stern: 


Autoren [besonders Lichtwitz (12), Gudzent (13, 14) und Kohler (15, 16)) 
die Existenz des Harnsivrekclloids entweder iiberhaupt bestreiten od; 
mindestens unter Verhaltnissen, wie sie im Blutserum vorliegen, als 
widerlegt bezeichnen. 

Bei dieser Sachlage erschien es wiinschenswert, die Beweisfithrung 
beider Parteien zu priifen und, wenn méglich, in der einen oder anderen 
Richtung zu erginzen. 

Ich méchte zunichst die Punkte hervorheben, die als Tatsachen 
gelten kénnen, und iiber die eine Meinungsverschiedenheit nicht beste ht. 
Das ist vor allem erstens: die Neigung der Harnsiure und ihrer Salze 
wisserige Dispersionen von erheblich héherer Konzentration zu_bilden 
als ihrer echten Léslichkeit (His und Paul, Gudzent) entspricht. Zweitens 
wird allgemein zugegeben, daB die Urate beim Ausfallen aus wiisseriger 
Dispersion Gallerten, also typisch kolloidale Kérper bilden kénnen 
Diese Gallerten sind neuerdings von Keeser und Zocher (17) sehr ein. 
gehend untersucht und als sogenannte Stibchenkolloide erkannt 
worden. Aber diese Autoren lehnen es ausdriicklich ab, aus diesen 
Untersuchungen Schliisse zu ziehen auf die physikalische Natur der 
Lésungen, aus denen diese Gallerten ausgefallen sind. Darum aber 
geht der ganze Streit: Schade meint daB das Harnsiéurekolloid bereits 
vor Beginn jeder sichtbaren Ausfaillung (Gallertbildung) in der dem 
Auge noch véllig klar erscheinenden Lésung vorhanden ist, wahrend 
Gudzent und Kohler diese Lésungen fir iibersittigt halten. Die Ent- 
scheidung dieser Frage ist deswegen von so groBer Wichtigkeit, weil 
ja bei der Gicht die Harnsiurekonzentration des Blutes tiber die Werte 
der echten Léslichkeit sicher hinausgehen kann, wenn auch die alte 
Lehre, daB ohne Hyperurikimie tiberhaupt keine Gicht entstehen 
kénne, nicht mehr allgemein anerkannt wird. 

Angesichts der Tatsache, daB manche Autoren so weit gehen, 
die Existenz einer in Wasser kolloidal gelésten Harnsi&ure tiberhaupt 
zu leugnen (Kohler), erschien es mir unerlaBlich, eine solche Lésung. 
wie sie Schade als kolloidal ansieht, genau nach seinen Angaben her- 
zustellen. Gudzent bezeichnet zwar in seiner letzten Publikation es 
als den schwichsten Punkt der Schadeschen Auffassung, daB Gesetz- 
miaBigkeiten, die fiir die sogenannte N-Zone Schades (schwach saucer 
gelten mégen, ohne weiteres als richtig fir ein schwach alkalisches 
Reaktionsgebiet hingestellt werden. Es ist ihm ohne weiteres insoweit 
beizupflichten, als die Existenz eines kolloidalen Zustandes bei schwach 
saurer Reaktion nichts fiir die Existenzméglichkeit bei Blutreaktion 
beweisen wiirde. Aber zweifellos hat Schade recht, wenn er die syste- 
matische Untersuchung der kolloidalen Harnsiure itiberhaupt (un- 
abhiingig von der aktuellen Reaktion) als primaire und wichtigst: 
Aufgabe ansieht. 
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Schade fiihrt vor allem fiinf Priifungen an, auf Grund deren er 
seine Harnsiurelésungen fiir kolloidale erklirt: Opaleszenz, Tyndall- 
phinomen, Ultramikroskopie, Ultrafiltration und Viskosititsmessung. 
Von diesen Priifungen lieferte ihm die Ultramikroskopie keine aus- 
gesprochen positiven Resultate, und die Viskosititsmessungen zum 
mindesten nicht regelmaéBig. Die Methode der Ultrafiltration zum 
Nachweis des Harnsaurekolloids in der Lésung ist zuerst von Bechhold 
und Ziegler (18) mit Erfolg angewendet worden, doch haben ihre An- 
gaben zum Teil sehr lebhaften Widerspruch gefunden'). Die beiden 
ersterwahnten Priifungen — Opaleszenz und Tyndall — kénnen kaum 
als absolut einwandfreie Beweismittel gelten. Nun hat in jiingster 
Zeit Freundlich (19) darauf aufmerksam gemacht, daB eine Reihe von 
Solen nicht nur zah, sondern auch elastisch sind; und zwar handelt 
es sich meist um eine Scherungselastizitét. Eine solche Elastizitit 
ist nun ein unbedingt sicheres Kennzeichen fiir den kolloidalen Di- 
spersitétsgrad, wihrend man das von der gewoéhnlichen Viskositit 
nicht behaupten kann. Wenn es also iiberhaupt Harnsiurelésungen 
gibt, die diese Elastizitat zeigen, so miiften sie unter allen Umstinden 
als kolloidale bezeichnet werden. Dies festzustellen, schien immerhin 
interessant, obwohl von vornherein klar war, daB der negative Ausfall 
nichts Entscheidendes besagen wiirde. 

Freundlich hat nun gezeigt, daB der Nachweis dieser Elastizitit 
verhaltnismaBig leicht gefihrt werden kann auf Grund der Ab- 
weichungen vom Poisewilleschen Gesetz, die diese Elastizitaét bedingt. 
Diese Abweichungen liegen in dem Sinne, daB bei kleinen Geschwindig- 
keitsgefallen der in der itblichen Weise berechnete Zahigkeitskoeffizient 
stark mit sinkendem Geschwindigkeitsgefille zunimmt. Das Viskosi- 
meter nach W. R. Hess erlaubt nun, den negativen Druck, unter dem 
die Kapillaren stehen, und damit das Geschwindigkeitsgefialle in meB- 
barer Weise zu variieren. Die Beschreibung des Apparates und der 
ganzen Methode ist von Freundlich und Schalek so ausfihrlich gegeben, 
daB ich hier nur auf diese Arbeit verweisen méchte?). 

Mit dieser Apparatur untersuchte ich nun sowohl Lésungen, die 
nach der Beschreibung von Kohler, als auch solche, die nach der von 
Schade hergestellt waren. 


1) Auch sind diese Versuche an Lésungen angestellt, die bereits 
4 Stunden nach der Filtration Ausscheidung festen Urats zeigten; sie 
beweisen also nicht die Existenzméglichkeit einigermaBen bestindiger 
Harnsiauresole. 

*) Es ist mir ein Bediirfnis, Herrn Prof. Freundlich, in dessen Labora- 
torium ich diese Messungen ausfiihren durfte, fiir die freundliche Erlaubnis 
sowie fiir viele wertvolle Ratschlige auch an dieser Stelle ergebensten Dank 
zu sagen. 
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Schade gibt nun leider fiir die Herstellung seiner Sole keine 
ausfiihrliche und genaue Vorschrift wie fiir die von Gallerten; i }) 
glaube aber, mit der folgenden Herstellungsart seinen Richtlinien im 
Prinzip nachgekommen zu sein. 

1 g Harnsiure (es wurden reinste Priparate sowohl von Kahlbawm 
wie von Béhringer verwendet) wurde mit 50 ccm destillierten Wassers 
durch Kochen in Lésung gebracht, wenige Tropfen Neutralrot als 
Indikator hinzugefiigt und etwa 60 ccm n/10 Natronlauge tropfenwei~ 
zugegeben. Vom Bodenkérper wurde abfiltriert und stets darauf 
geachtet, daB die Lésung gegen Neutralrot noch deutlich saure Reaktion 
zeigte. Bei einem solchen Verfahren (das ich gelegentlich auch variierte, 
z. B. Lackmustinktur als Indikator gebrauchte oder mit gréBeren 
Mengen von destilliertem Wasser verdiinnte) soll man nach Schad: 
sicher im px-Bereich guter Kolloidbildung liegen. 

Die Lésungen, die den von Kohler verwendeten entsprechen sollten 
wurden einfach so hergestellt, daB 200 mg reinstes Mononatriumurat 
von Kahlbaum mit 150 ccm destillierten Wassers durch Kochen in 
Lésung gebracht wurden. 

Ich habe nun nach diesen beiden Methoden eine groBe Anza)! 
von Lésungen hergestellt und im Hessschen Apparat ihren Zahigkeits- 
koeffizienten gemessen, wobei ich den Unterdruck von 10 bis 50 mm 
Quecksilber variierte. Ich habe niemals eine Abweichung vom 
Poiseuilleschen Gesetz gefunden. Unter diesen Umstinden glaube 
ich aus Griinden der Raumnot von der Auffiihrung von Tabellen 
absehen zu sollen. 

Die 4-Werte waren also ginzlich unabhingig vom Druck und 
schwankten bei den nach Schade hergestellten Lésungen zwischen 
1,00 und 1,11 (auf 7, = 0 bezogen). Es ist also nicht méglich, auf 
diese Weise die kolloidale Natur von Harnsiaurelésungen zu beweisen 
aber, wie schon oben erwihnt, es ist hiermit auch nicht das Gegenteil 
bewiesen. Gibt es doch eine ganze Reihe von einwandfreien Solen 
namentlich von hydrophoben, die auch dem Poisewilleschen Gesetz 
gehorchen, also offenbar keine Elastizitét zeigen. Man kénnte also 
aus diesen Untersuchungen nur folgern, daB, wenn die betreffenden 
Harnsiurelésungen Teilchen von kolloidaler GréBenordnung enthielten. 
der physikalische Unterschied zwischen diesen Teilchen und dem 
Dispersionsmittel Wasser auBerordentlich gering ist, was ja auch 
Schade bereits als héchstwahrscheinlich bezeichnet hat. 

Der durch das oben geschilderte Verfahren vergeblich erstrebte 
Beweis fiir die Existenz eines typischen und einigermaBen bestandigen 
Harnsiuresols wurde mir nun durch einen Zufall vor Augen gefiihr' 
Wiahrend die nach Schade hergestellten Lésungen mindestens ein 
gewisse, wenn auch sehr geringe Zihigkeit zeigten, war das bei den 
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nach Kohler hergestellten nicht der Fall. Dies war nach den sehr griind- 
lichen Untersuchungen dieses Autors ja auch kaum anders zu erwarten. 
Um so mehr iiberraschte es mich, als ich bemerkte, da8 eine am 
6. Marz 1924 in der oben beschriebenen Weise hergestellte Lisung, 
die bei der Herstellung véllig klar gewesen war. 4 Tage darauf deutliche 
Opaleszenz zeigte. Die Lésung war in einem Kélbchen aus Jenaer Glas 
mit eingeschliffenem Stépsel im verschlossenen Schranke aufbewahrt 
worden’). Die Opaleszenz blieb auch beim Filtrieren unveriindert. 
Wenngleich ich das Auftreten einer Opaleszenz im Gegensatz zu Schade 
nicht als strikten Beweis des kolloidalen Charakters der Lésung ansehe, 
so machte mich doch die beobachtete Verinderung stutzig. Ich unter- 
suchte diese Liésung erneut im Hessschen Apparat. Ich fand auch 
diesmal keine Elastizitat, wohl aber einen Viskosititskoeffizienten von 
y = 1,05, wahrend derselbe 3 Tage vorher unter genau den gleichen 
Versuchsbedingungen = 1,00 gewesen war. Auch dieser Befund schien 
mir auffallend und veranlaBte mich, diese Lésung weiter zu beob- 
achten. Am 14. Marz zeigte sie sehr starke Schlierenbildung und unter 
dem Mikroskop Andeutung von Doppelbrechung. Die Betrachtung 
im Winkelschen Immersions-Ultramikroskop ergab nun folgendes: Es 
handelt sich um ein véllig einwandfreies Sol mit sehr ungleichmaBigen 
Teilchen; dieselben sind zum Teil sehr fein, zum Teil sehr grob. An 
den gréBeren und mittleren ist Funkeln zu beobachten. Die gréBeren 
Teilchen sind deutlich stéibchenférmig. Die Form der Teilchen ent- 
spricht also durchaus der von Keeser und Zocher bei den Urat- 
gallerten beobachteten. Strémungsdoppelbrechung ist nicht zu sehen, 
bei der geringen Konzentration ja aber auch kaum méglich. 

Hier war also ohne irgend einen bewuBten Kunstgriff — sogar 
, auBerhalb des Bereiches der fiir das Kolloidauftreten optimal giinstigen 
N-Zone“ (Schade) — eine Uratlésung entstanden, die auch ultra- 
mikroskopisch (mehrere Tage lang ohne die geringste sichtbare Aus- 
fillung!) véllig einwandfrei als Sol festgestellt werden konnte, welcher 
Nachweis Schade bei seinen Léisungen bisher ebensowenig gelungen 
war wie mir bei den nach seiner Vorschrift hergestellten Lésungen. 
Schreibt Schade doch selbst nur von einer diffusen Aufhellung des 
Gesichtsfeldes, wihrend keine Aufliésung des Bildes bis zu Einzelteilchen 
zi erreichen sei. Auch Herr Dr. Zocher, der die Freundlichkeit hatte, 
dieses Sol mit mir gemeinsam unter dem Ultramikroskop anzusehen, 
teilte mir mit, daB er bei seinen vielfachen, mit Keeser gemeinsam 
angestellten Versuchen niemals ein so deutliches Harnsiurekolloid in 
Solform zu Gesicht bekommen habe. 

1) Fiir eine bakterielle Verunreinigung war weder makroskopisch noch 
mikroskopisch der leiseste Anhaltspunkt zu finden. 
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Selbstverstiindlich habe ich nun versucht, ein solches Sol, dessey 
geringe Menge bei den verschiedenen Untersuchungen nur allzu rash 
verbraucht war, zu reproduzieren. Ich hielt mich zunichst genau ay 
die protokollierte Herstellungsweise, aber die vielen Lésungen, die ich 
auf diese Weise herstellte, blieben wihrend mehrerer Tage vollig klar 
zeigten weder Opaleszenz noch Schlierenbildung und waren, unter dem 
Ultramikroskop betrachtet, optisch leer. Nur eine von diesen Lésungen 
zeigte 3 Tage nach ihrer Herstellung einigermaBen ahnliches Verhalten 
wie die oben beschriebene ; aber auch bei ihr war die Zahl der im Ultra. 
mikroskop zu beobachtenden Teilchen ganz erheblich kleiner und dic 
Schlierenbildung nicht entfernt so stark wie bei dem als typisch lx 
schriebenen Sol. Ich habe dann spiter versucht, durch Erhéhung 
der Konzentration das einmalige Zufallsprodukt zur Wiederholung zu 
zwingen, aber auch diese Versuche waren erfolglos. 

Es mag wenig naturwissenschaftlich erscheinen, wenn hier ein 
einmal hergestelltes oder, richtiger gesagt, entstandenes Sol in fast 
historisch-kasuistischer Weise geschildert wird; aber wir wissen ja 
daB wir die Gesetze der Kolloidbildung leider auch noch nicht im 
mindesten beherrschen. Kein von uns auch nach noch so genauer 
Vorschrift hergestelltes Sol gleicht mit physikalischer Exaktheit seinem 
Vorbilde, wie etwa eine genau eingestellte n/10 Natronlauge jeder 
anderen, ebenso genau eingestellten gleicht. Die Ursache ist woh! 
die auBerordentliche Abhangigkeit sowohl der Kristallisations- wie der 
Koagulationsgeschwindigkeit von winzigen, der Analyse unzugiinglichen 
Fremdstoffmengen, die z. B. aus der Glaswand stammen kénnten 
Freundlich (22) verdanke ich das Beispiel, daB bei einem V,0,-So! 
eine Konzentration von zwei Millionstel Mol im Liter Arsensaure geniigt. 
um die Alterungsgeschwindigkeit um 10 Proz. zu verringern. So 
kénnten auch minimalste Spuren von Kieselsiure, Eisenoxyd, Kohlen- 
saure oder dergleichen die Ausbildung von gréBeren oder auch wasser- 
airmeren Uratteilchen verhindern. In dem vollig verschiedenen Altern 
gleich hergestellter Sole und in dem merkwiirdigen Verhalten der 
sogenannten Semikolloide [vgl. z. B. die Untersuchungen von Freundlich, 
Stern und Zocher an Salvarsan und Neosalvarsan (20)] kann man 
vielleicht Analoga finden zu der scheinbar véllig regellosen Kolloid- 
entstehung der Urate. Noch ist es niemandem gelungen, im Reagenz- 
glase EiweiBkérper, Lipoide oder andere Kolloide auch nur annaherni 
mit der gleichen Sicherheit wohldefiniert zu reproduzieren, wie dics 
offenbar in lebenden Geweben und Korpersiften verwirklicht ist 
Wenn wir uns diese Tatsache vor Augen halten, ist die Erkenntnis 
vielleicht doch nicht ganz ohne Interesse, daB wisserige Lésungen 
von Mononatriumurat in vitro ausgesprochen kolloidalen Charakter 
annehmen kénnen, unter Bedingungen, die wir allerdings vorliufig 
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ebensowenig beherrschen wie die Bedingungen der Gichtentstehung 
in vivo. 
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Untersuchungen zur Lehre von der Blutgerinnung. X. 


Von 
Bernhard Stuber. 
(Aus dem Laboratorium der medizinischen Klinik zu Freiburg i. Br. 


Uber den Nachweis 
des sogenannten Thrombins im Oxalatplasma. 


Von 
Sungyong Lee (Seoul, Korea). 


(Eingegangen am 24. Juli 1924.) 


Die Fermentlehre der Blutgerinnung verlegt die gerinnungs- 
hemmende Wirkung der Oxalate in die erste Phase des Gerinnungs- 
ablaufes. Nach den Untersuchungen von Pekelharing soll im Oxalat. 
plasma das Thrombin fehlen, es soll infolge des Kalkmangels in einer 
unwirksamen Vorstufe als Prothrombin darin enthalten sein. Pekel- 
haring konnte zeigen, daB sich im Oxalatplasma, wenn es einige Zeit 
bei niederer Temperatur aufbewahrt wird, ein Niederschlag ausbildet. 
der das Prothrombin enthalt. Von diesem Niederschlag befreites 
Oxalatplasma verliert allmihlich die Eigenschaft, auf Kalkzusatz zu 


gerinnen. Es gelingt aus ihm nach der Hammarstenschen Methode F 
ein Fibrinogen darzustellen, das auf Kalkzusatz nicht mehr gerinnt. 
wohl aber durch Zufiigen von Thrombin. Der prothrombinhaltige Ff 


Niederschlag des Oxalatplasmas ruft nun in Fibrinogenlésungen kein: 


Gerinnung hervor, digeriert man ihn jedoch vorher mit Kalk, so tritt 


Gerinnung ein. Von Morawitz wurde dann der Nachweis erbracht 


daB zwei unwirksame Modifikationen des Thrombins zu unterscheiden 
sind, das a-Prothrombin, das im Oxalatplasma vorhanden ist uni F 
durch Kalk aktivierbar ist, es ist mit dem Pekelharingschen Pro- F 
thrombin identisch, und ein im Serum enthaltenes, durch Kalk nicht F 
beeinfluBbares Metathrombin. Die Fermentlehre sieht also das Wesen'- F 


liche der Oxalathemmung des Gerinnungsprozesses in der durch div 
Kalkwegnahme bedingten Verhinderung des Ubergangs von Pro- 
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thrombin in Thrombin. Eine Bestatigung dieser Anschauung konnte 
weiterhin darin erblickt werden, daB es entgegen Alexander Schmidt 
nicht gelingt, Oxalatplasma, das durch Dialyse vom Oxalatzusatz 
befreit wurde, ohne Kalkzusatz zum Gerinnen zu bringen. 

Unsere eigene Anschauung von der Hemmungswirkung der Oxalate 
haben wir in einer friiheren Mitteilung') eingehend experimentell be- 
grindet. Sie lehnt die Ansichten der Fermentlehre ab. Fiir unsere 
ebenfalls dort schon ausgesprochene Vermutung der Verschiedenheit 
von Serum- und Thrombinwirkung haben wir spiater, bei Gelegenheit 
von Studien am Natriumfluoridplasma*), eine experimentelle Stiitze 
erbracht. 

Diese Arbeit soll zu der zuletzt genannten Ansicht einen weiteren 
experimentellen Beitrag liefern. 

Wir haben schon seit langerer Zeit betont, wie falsch es ist, das 
nach der Methode von Alexander Schmidt durch Alkoholfillung des 
Serums gewonnene Thrombin als ein biologisch wertbares Produkt zu 
betrachten. Es erschien uns unrichtig und verwirrend, die gerinnungs- 
auslésende Wirkung des nativen Serums ohne weiteres mit dem Alexander 
Schmidischen Thrombin zu identifizieren. Wir hoffen in dieser Mit- 
teilung einen weiteren Beweis fiir diese Anschauung zu erbringen. 

Nach dieser oben skizzierten Ansicht der Fermentlehre enthalt 
das Oxalatplasma kein wirksames Thrombin. Befreit man also das 
Oxalatplasma durch Dialyse vom Oxalat, so darf dieses nun oxalatfreie 
Plasma keine Thrombinwirkung entfalten. Wenn ein derartiges oxalat- 
frei dialysiertes Plasma spontan ohne Kalkzusatz nicht mehr gerinnt, 
so ist dadurch unseres Erachtens weder ein Beweis fiir die Unent- 
behrlichkeit des Kalkes gegeben, noch irgendwelche Formulierung einer 
Thrombinhemmung gerechtfertigt. 

Wir hoffen demnichst in einer weiteren Mitteilung den Beweis 
zu erbringen, daB mehr oder weniger jede Plasmadialyse die Plasma- 
eiweiBkérper physikalisch-chemisch so verindert, daB sie fir die 
Spontangerinnung ungeeignet sind. Irgendwelche Schliisse aus derartig 
physiologisch abgeiindertem Material auf vitale Prozesse erscheinen 
uns gewagt. Wenn auch ein derartiges oxalatfrei dialysiertes Plasma 
spontan nicht gerinnt, wenn es auch direkt, Fibrinogenlésungen und 
Oxalatplasma zugefiigt, keine Gerinnung hervorruft, so ist unseres 
Erachtens damit noch nicht bewiesen, daB es kein Thrombin im Sinne 
der Alexander Schmidischen Fermentlehre enthilt. Auch hier liegt 
unserer Ansicht nach der Fehlschlu8 wieder darin, daB man die Wirkung 
des nativen Serums mit dem nach Alexander Schmidt dargestellten 

1) Diese Zeitschr. 184, 1922. 

*) Ebendaselbst 140, 1923. 
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Thrombin im AnalogieschluB auf gleiche Stufe stellte. Ist die Vor- 
stellung der Fermentlehre richtig, dann darf logischerweise auch das 
Alkoholprazipitat des oxalatfrei dialysierten Plasmas kein wirksamws 
Thrombin liefern. DaB aber gerade das Gegenteil der Fall ist, zeigen 
die folgenden Versuche. 


Wir benutzten fiir die Versuche Kaninchen- und Hundeblut. Dasselbe 
wurde direkt aus der eréffneten Carotis herausspritzend in paraffinierten 
GefaiBen, die eine Oxalatlésung von bestimmter Konzentration enthielte, 
aufgefangen. Die Oxalatmenge wurde so berechnet, da8 das Blut etwa 
2 Prom. Oxalat enthielt. Das Plasma wurde teilweise gleich nach scharfem 
Zentrifugieren, teilweise erst nach 24stiindigem Stehen bei 0° und nach 
folgendem Filtrieren in den Versuch eingestellt. Zur Dialyse des Plasmas 
wurden Schleicher-Schiillhiilsen verwandt. Dieselben waren nach den 
Angaben unserer letzten Mitteilung') véllig von Kalk und Eisen frei 
prapariert. Die Dialyse zur Entfernung des Oxalatzusatzes erfolgte tel- 
weise gegen kalkfreie 0,9proz. NaCl-Lésung, teilweise gegen kalk- und 
magnesiumfreie Tyrodelésung. Samtliche Materialien wurden auf eventuellen 
Kalkgehalt vorher gepriift. Als Fibrinogen benutzten wir solches vom Pferc 
bzw. Rinde. Die Darstellung erfolgte nach Hammarsten bzw. Morawitz. 
Je 10 bis 20 com Oxalatplasma wurden gegen 0,9proz. kalkfreie Na('|- 
Lésung bzw. gegen kalk- und magnesiumfreie Tyrodelésung oxalatfrei 
dialysiert. Dauer etwa 5 Tage bei taglich zweimaligem AuBenfliissigkeits- 
wechsel. Das gegen Tyrode oxalatfrei dialysierte Plasma (Tyrodeplasma) 
und ebenso das gegen NaCl dialysierte Plasma (NaCl-Plasma) wurden 
zunichst auf ihre Gerinnungsfahigkeit mit Kalk gepriift, ebenso wurde 
eine eventuelle Gerinnungsauslisung derselben gegen Fibrinogenlésungen 
und Oxalatplasma untersucht. 


Wie aus den TabellenI bis IV zu entnehmen ist, gerinnt das 
dialysierte Plasma durch Kalkzusatz und es ruft, wie bekannt, weder 
in Oxalatplasma noch in Fibrinogenlésungen eine Gerinnung hervor 
Tabelle I. 








2 prom. Oxalatplasma ‘ 
vom Kaninchen, oxalatfrei | Zusatz Gerinnung 








, anny een 1 com 1 Tropfen 5 proz.CaCl,- | nach 4 Stunden Ge- 
. NaCl- Le . rinnung 
. Tyrodeplasma 1 ,, | Oxalatplasma 1 ccm 

1 


. ” » | Fibrinogen Bw : : 
. NaCl-Plasma 1 ,, | Oxalatplasma | ,, keine Gerinnung 
4 | Fibrinogen IL oe 

Das Fibrinogen war Pferdefibrinogen, nach Hammarsten dargeste||t 
mit 5,8 Proz. NaCl- und 7,5 Prom. EiweiSgehalt. 


our, Oboe 


Saimtliche oxalatfrei dialysierten Plasmaproben wurden nun zur 
Darstellung des Thrombins nach Alexander Schmidt mit der 20fachen 
Alkoholmenge ausgefiallt. Das Prazipitat nach Abdunsten des Alkohols 


1) Diese Zeitschr. 149, 374. 
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Tabelle 11. 





2.9 prom. Oxalatplasma vom 


Hunde, oxalatfrei dialysiert Zusatz Gerinnung 


nach 24 Stunden ge- 
ronnen 


Tyrodeplasma lecem | | Tropfen 5 proz. CaCl,- | 
NaCl-Plasma 1 ,, | Lésung | 
3 Tyrodeplasma 1 ,, || Oxalatplasma 1 ccm 
= De Fibrinogen i | 
NaCl-Plasma 1 | Oxalatplasma | ,, | 
” So Fibrinogen . “ 


Das Fibrinogen dasselbe wie in Tabelle I. 


keine Gerinnung 


Tabelle 111. 





1.5 prom. Oxalatplasma vom 
tiunde, oxalatfrei dialysiert 


Zusatz Gerinnung 

. Tyrodeplasma lecem | 1 Tropfen 5 proz. CaCl,-| nach 5 Min. geronnen 
2. NaCl-Plasma 1 | Lésung a 2 . 
3. Tyrodeplasma | Oxalatplasma 1 ccm 

~ l Fibrinogen a | 
5. NaCl-Plasma 1 Oxalatplasma | ,. 

} 3 l Fibrinogen . a 


keine Gerinnung 


Das Fibrinogen wurde aus Rinderplasma nach Morawitz dargestellt, 
es enthielt 2,1 Proz. NaCl und 1,5 Prom. EiweiB. 


Tabelle IV. 





2,6 prom. Oxalatplasma vom || 
Hunde, oxalatfrei dialysiert 


Zusatz Gerinnung 
1. Tyrodeplasma lccm | 1 Tropfen 5 proz.CaCl,- nach 24 Std. geronnen 
2.NaCl-Plasma 1 | Lésung a . we - 
3. Tyrodeplasma | Oxalatplasma | ccm 
4. a l Fibrinogen 1 
5.NaCl-Plasma 1 Oxalatplasma 
6. - l Fibrinogen 
7. Tyrodelésung 1 Oxalatplasma 
8. om l Fibrinogen 
9. 0,9 proz. NaCl- 
Lésung leem .. | Oxalatplasma | 
10. 0,9 proz. NaCl- 
Lésung leem .. | Fibrinogen I 


keine Gerinnung 


l 
l 
l 
l 





Das Fibrinogen stammte vom Pferde und war nach Hammarsten 
dargestellt, es enthielt 3,59 Proz. NaCl und 3 Prom. EiweiB. 


in 0,9proz. kalkfreier NaCl-Lésung gelést. Die Thrombinlésungen 
wurden 5proz. angesetzt und nach mehrstiindigem Digerieren in den 
Versuch eingestellt. Als Kontrolle diente Thrombin aus oxalathaltigem, 
nicht dialysiertem Plasma. 

Die Ergebnisse finden sich in Tabelle V. 

Diese Versuche ergaben nun eindeutig, daB das aus dem oxalatfrei 
dialysierten Plasma nach Alexander Schmidt dargestellte Thrombin vollig 
wirksam ist. Es bringt sowohl Fibrinogen als auch Oxalatplasma zur 
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Tabelle V. 
Thrombin nach ‘Alex. Schmidt | 
dargestellt aus Zusatz Gerinnung 
3 Tabelle I leem.. Fibrinogen 1 ecm nach 24 Std. geronnen 
ra ” I 1 ” ee , - a 12 - - 
2s . Iti , . - » 3 » - 
=u rs es ewe m a i ye is 
3 as i aa Oxalatplasma 1 ccm » 4 Tagen klumpig 
3 P I 
4 ” - es - . » 48 Std. : 
3 mui « m pe » 24 , geronnen 
4 _ IV 1 ” * ” 1 ” ” 48 ” ” 
a Tabelle I lecem,. Fibrinogen 1 com nach 48 Std. geronnen 
3 lk Ee , " » 12, » 
—- ss i_. » l » wa - 
§. co fe . >? ov Ee u 
2§ a ey Oxalatplasma 1 ecm » Tagen klumpig 
32 » Ul, » Bes ; 2a... 
" CUO - , - » 24 , geronnen 
. » Wl,.. . bs » Me -» 
Kontrollen : 
= 3 { Tabelle I lccm. . | Fibrinogen 1 ccm 
2s je i es » * 
F > aes : a 
a . et ee ‘a ee ; ; 
; § er i Oxalatplasma 1 ccm keine Gerinnung 
5 a _& ee S -_ 
25 » Il , ” l , 
ogi» Wi, , ae 
Tyrodelésung leem. . . . | Fibrinogen 1 ccm ) 
” : ¥..? ” 1 ° keine Gerinnung 
‘ S : oe 
" Je Oxalatplasma | ccm 
” ” ” . 9 keine Gerinnung 
: ert ge ; is 
0,9 proz. NaCl-Lésungleem | Fibrinogen 1 ccm 
’ ” ” 1 ” ” ” 
0,9 . wa i" » 1, 
0,9 ” “ 1 7 ” l - . . 
09 , ‘ 4 _ Oxalatplasma | cem keine. Gevinnung 
0,9 ” ” bad l " ” 1 ba] 
0,9 ” - “ l “ ” l “ 
| a ‘i . . oe . De 
F 


ibrinogen und Plasma waren jedesmal dieselben wie in Tabellen | 


bis IV 


Gerinnung. Dagegen fehlt dem aus dem oxalathaltigen Plasma mitte!- 
Alkoholfaillung dargestellten Thrombin und ebenso dem dialysierten 
Plasma jede Fihigkeit, die Gerinnung in Fibrinogenlésungen und im 
Oxalatplasma auszulésen. 

Diese Ergebnisse stehen nun mit der Fermentlehre im Widerspruch. 
Nach dieser Lehre darf im Oxalatplasma tberhaupt kein Thrombin 
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enthalten sein. Nachdem es uns aber nun gelungen ist, aus dialysiertem 
(xalatplasma unter strengster Vermeidung jeder Kalkzufuhr wirksames 
Thrombin nach Alexander Schmidt darzustellen, ist es unseres Erachtens 
die einleuchtendste Erklarung fiir diese Versuchsergebnisse, daB das 
Thrombin Alexander Schmidis ein Kunstprodukt ist. Wir sehen in 
diesen Untersuchungen eine weitere experimentelle Stiitze dieser von 
uns schon friiher vertretenen Anschauung und einen weiteren Beweis 
dafiir, daB Serum- und Thrombinwirkung gar nichts miteinander zu tun 
haben. 

Die gerinnungsauslisende Wirkung des Serums ist von der des 
Alexander Schmidt schen Thrombins wesensverschieden. Letzteres besitzt 
keine biologische Bedeutung. Unsere Untersuchungen widersprechen 
auch den Anschauungen der Fermentlehre von der Bildung des 
Thrombins und ergiinzen unsere Ansicht beziiglich der Rolle des Kalkes 
beim GerinnungsprozeB. 


Zusammenfassung. 


Im Ovalatplasma \sBt sich nach Entfernung des Oxalatzusatzes 
wirksames Thrombin nach Alexander Schmidt nachweisen. Damit ist 
die artifizielle Natur des Thrombins und die prinzipielle Verschiedenheit 
seines Wirkungsmechanismus von dem des nativen Serums erwiesen. 
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Eine einfache klinische Methode zur Bestimmung kleiner 
Kaliummengen im Blutserum und anderen Fliissigkeiten’). 


Von 
Ferdinand Lebermann. 
(Aus dem Laboratorium der Universitéts-Augenklinik Wiirzburg.) 


(Eingegangen am 13. Juli 1924.) 


Bei der Analyse der Kationen des Blutserums hat gerade dic 
Mikro-Kaliumbestimmung, die fiir viele klinische Fragestellungen 
Interesse besitzt, lange besondere Schwierigkeiten gemacht, da ein 
rasch durchzufiihrendes, technisch einfaches und billiges Verfahren nich' 
vorhanden war, vielmehr alle einschligigen Methoden sich fiir klinische 
Zwecke wenig eigneten. Als die brauchbarste und relativ einfachste 
Methode hat sich jetzt die Mikro-Kaliumbestimmung nach Kramer. 
Tisdall*) immer mehr eingebiirgert, um so eher, als sie auch eine ganz 
befriedigende Genauigkeit besitzt. Ihr Prinzip ist, das Kalium des 
Blutserums als Kaliumkobaltnitrit K,Co(NO,), zu fallen und den aus- 
gewaschenen Niederschlag oxydimetrisch zu bestimmen (mit n 5) 
Kaliumpermanganat- gegen n/100 Natriumoxalatlésung). Die ganze 
Reaktion ist in einem graduierten Zentrifugenglas durchzufihren 
Doch haften auch diesem auf den ersten Blick recht einfach scheinenden 
Verfahren gewisse Mingel an. Vor allem bendétigt es ziemlich teure: 
Apparate, wie Mikrobiiretten und graduierter Zentrifugengliiser; es 
fillt das um so mehr ins Gewicht, als diese relativ kostspieligen gra- 
duierten Zentrifugengliser dabei leicht zugrunde gehen, denn beim 
Hineinstellen in ein kochendes Wasserbad, wie es die Originalvorscbrift 
nach Kramer-Tisdall erheischt, kann das angeritzte Glas den ent- 
stehenden Spannungen viel weniger standhalten als ein gewohnliche- 
Zentrifugenglas, und ein Zerspringen ist dabei ziemlich hiufig. Dic 


1) Eine kurze vorlaufige Mitteilung erschien bereits in der Klinische) 
Wochenschrift. 
*) Kramer-Tisdall, Journ. of biol. Chem. 46, 339, 1921. 
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bere Grenze der Bestimmbarkeit erreicht das Verfahren bei 0,6 mg 
Kalium, aus dem banalen Grunde, daB die Zentrifugengliser dariiber 
hinaus die bei der Titration zu verbrauchenden Fliissigkeitsmengen 
nicht mehr aufnehmen kénnen. Fernerhin sind die diinnen Permanganat- 
lisungen, die hier zur Titration verwendet werden, nur ganz kurze 
Zeit haltbar, sie miissen deshalb vor jedem Versuch neu bereitet und 
ihr Titer ermittelt und in Rechnung gestellt werden, ein immerhin 
als zeitraubend ins Gewicht fallender Umstand. SchlieBlich ist es 
ein bei allen Oxydimetrien mit so stark verdiinnten Lésungen zu be- 
klagender Ubelstand, daB der das Ende der Reaktion anzeigende 
Farbenumschlag von farblos zu rosarot nicht scharf genug erscheint 
und darunter die Ermitthung des richtigen Ergebnisses Schaden leidet. 

Doch wire es ungerecht, in Abrede zu stellen, daB trotz alledem 
das Verfahren, wie auch die folgenden Tabellen zeigen sollen, recht 
brauchbare Resultate ergibt. Ferner scheint die Methode, obgleich 
sie urspriinglich nur fir das Blutserum ausgearbeitet ist, sich auch 
fiir die Kaliumbestimmung in anderen Kérperfliissigkeiten, wie Urin, 
Glaskérperflissigkeit und Exsudaten, ganz gut zu eignen, wie die 
unten folgenden Versuche dartun sollen. 

Da es mir indes wiinschenswert erschien, eine Mikro-Kalium- 
bestimmungsmethode zu besitzen, die bei Vermeidung der oben er- 
wahnten Nachteile mit ungefaihr der gleichen Genauigkeit arbeitet, 
wie die Kramer-Tisdallsche, und dabei technisch leichter auszufiihren 
ist, habe ich versucht, die Oxydimetrie durch eine einfache kolori- 
metrische Kaliumbestimmung zu ersetzen. Durch das Entgegen- 
kommen des Herrn Geh. Rat Prof. Dr. Wessely') war es mir méglich, 
diese Untersuchungen in dem Laboratorium der Universitatsaugenklinik 
in Wiirzburg durchzufiihren. Auch Herrn Prof. Dr. Weinland bin ich 
fir Unterstiitzung bei Ausfiihrung der Arbeiten zu groBbem Dank 
verpflichtet. 

Das Prinzip der neuen Methode ist folgendes: Der in ganz ahnlicher 
Weise wie bei der Kramer-Tisdallschen Bestimmung gewonnene Kalium- 
kobaltnitritniederschlag wird in starker Salzsiure gelést. Man erhilt 
dabei je nach der in der Lésung befindlichen Menge Kalium griine bis 
grinblaue Flissigkeiten, die sich nach einiger Ubung recht leicht 
kolorimetrisch bestimmen lassen. 

Im einzelnen gestaltet sich die Durchfiihrung des Verfahrens 
folgendermaBen : 


1) Von Herrn Geheimrat Wessely mit der mikroanalytischen Unter- 
suchung an Augenfliissigkeiten beauftragt, habe ich zunichst in Vor- 
untersuchungen die einschligigen Methoden auch in anderen Fliissigkeiten, 
vor allem dem Blutserum, erprobt und kam dadurch auf die hier besprochene 


Frage. 
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Das zu der Fillung nétige Kobaltnitritreagens wird genau nach cde: 
Originalvorschrift von Kramer-Tisdall hergestellt: Lésung 1: 25 g Kobait. 
nitratkristalle werden in 50ccm destilliertem Wasser gelést und zu der 
Lésung werden 12,5ccm Eisessig zugefiigt. Lésung 2: 120g Natriu 
nitrit (in Stangen) werden in 180 ccm destillierten Wassers eventuell unter 
gelindem Erwarmen gelést. Nach vollistandigem Erkalten gibt man 210 cem 
von Lésung 2 zur ganzen Lésung 1. Es entwickeln sich dabei massenhatt 
Stickoxyddimpfe; man leitet bis zu deren vollstandiger Entfernung mitte|s 
der Wasserstrahlpumpe 2 bis 3 Stunden lang Luft durch die Lésung in 
maBigem Strome. Das so hergestellte Reagens ist, im Eisschranke aut 
bewahrt, etwa 1 Monat haltbar. Es ist vor jedesmaligem Gebrauch zu 
filtrieren. Die dazu, sowie zu der Fallung benutzten GlasgefaBe sind stets 
sorgfaltig zu reinigen. 

Zu der eigentlichen kolorimetrischen Bestimmung hat man sich 
zunichst eine Vergleichsfarbenskala zu bereiten. Dazu verfaihrt man 
folgendermaBen: Von einer Stammilésung reinsten Kaliwmchlorids 
die in 1 cem 1,0 mg Kalium enthilt (1,9069 g KCl auf 1 Liter Wasser), 
stellt man sich 15 verschiedene- Verdiinnungen her, die in je 1 ccm 
Mengen zwischen 0,025 und 0,5 mg Kalium enthalten, und zwar in 
Abstufungen zu jeweils 0,025 mg Kalium in lcem bis zu 0,25 mg 
Kalium in 1 ccm, von da ab aufwiarts nur in Abstufungen zu je 0,05 mg 
Kalium in 1 cem. Also z. B. Lésung 1: 1 eem = 0,025 mg K; Lésung 2 
leem = 0,05 mg K; Lésung 3: 1 com = 0,075 mg K usw. bis Lésung 10) 
leem = 0,25 mg K; Lésung 11: 1 com = 0,3 mg K; Lésung 12: 1 ecm 
= 0,35 mg K usw. bis Lésung 15: 1 com = 0,5 mg K. 

Die Fallung und Bestimmung des Kaliums selbst geschieht dann 
auf folgende Weise: Je lccm der obigen Lésungen wird in einem 
gewohnlichen Zentrifugenglas tropfenweise mit dem Kobaltnitrit- 
reagens (s. oben) versetzt, man nimmt von diesem auf je 0,1 mg Kalium 
etwa leem. Nach mehrmaligem Umschiitteln l48t man die Zentri- 
fugengliser ungefihr eine Stunde lang stehen, gibt dann bei Mengen 
unter 0,25 mg Kalium noch 1 bis 2cem Wasser zu und zentrifugiert 
mindestens eine halbe Stunde lang bei mittlerer Umdrehungsgeschwin- 
digkeit (etwa 500 Touren). Dann saugt man mittels Stechheber dic 
braunrote Filiissigkeit tiber dem schén am Boden sitzenden gelben 
Niederschlag ab, vorsichtig, ohne diesen aufzuriihren. Man laBt nun, 
je nach der Menge des gefillten Kaliums, 3 bis 10 com Wasser an den 
Wanden des Glases hineinlaufen und zentrifugiert abermals 5 bis 
10 Minuten lang, um den Niederschlag auszuwaschen, saugt wieder 
in gleicher Weise ab und wiederholt dieses Waschen so lange, bis cic 
tiberstehende Flissigkeit vollstandig farblos ist; meist geniigt dazu ein 
dreimaliges Erneuern des Wassers. Die letzte klare Waschfliissigkeit 
saugt man wiederum so weit als méglich ab und beseitigt den Rest 
der Flissigkeit dadurch, daB man die Zentrifugengliser mit dem Niede'- 
schlag, am besten in ein kleines Sandbad (Becherglas mit Seesan:|) 
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eingebaut, im Trockenschrank bei 100° 2 bis 3 Stunden stehen laBt 
bis zum vOlligen Eintrocknen (nicht langer!). Der trockene Nieder- 
schlag wird nach Erkalten in nicht ganz 5 ccm 27 proz. Salzsiure gelist ') 
und die vollstandige Auflésung durch gelindes Erwirmen des Zentri- 
fugenglases in der Bunsenflamme beschleunigt. 

Alsdann fillt man die farbigen Lésungen aus den Zentrifugen- 
glisern in etikettierte enge Kolorimeterréhrchen (lichter Durchmesser 
15mm, mit drei Marken bei 5, 10 und 15cem, flachem Boden und 
AusguB, zu beziehen von der Firma Franz Hoepjner, Niirnberg) ein, 
wischt die Zentrifugengliser mit ganz wenig Salzsiure nach, die man 
ebenfalls in die Kolorimeterréhrchen itibergieBt, so daB diese dann 
genau bis zur untersten Marke (5 ccm) gefiillt sind. Man erhilt so 15 
in ihrer Farbenintensitaét deutlich voneinander zu unterscheidende 
Lésungen in Abstufungen zu je 0,025 bzw. von 0,25 mg K an in Ab- 
stufungen zu je 0,05 mg K®#) in aufsteigender Farbenintensitét von 
Hellgrim bis zu Griinblau. Die Farbenunterschiede sind besonders 
deutlich auf weiBer Unterlage (Glanzpapier unter Glasscheibe; wei8 
gestrichene Gestelle fiir die Kolorimeterréhrchen) und besser als beim 
Blick von der Seite beim Blick von oben durch die Réhrchen. Letztere 
sind, so lange sie nicht zum Vergleich gebraucht werden, verschlossen 
zu halten. Da die farbigen Lésungen sowohl in ihrer Intensitat, als 
auch in ihrer Farbenténung nicht langere Zeit haltbar sind, ist diese 
Skala mindestens allwéchentlich zu erneuern. 

Die Bestimmung unbekannter Kaliummengen geschieht nun 
einfach dadurch, daB man nach Fallung, Auswaschen und Léisung des 
Kaliumkobaltnitritniederschlages in der oben beschriebenen Weise die 
erhaltene salzsaure Lésung ebenfalls in einem derartigen Kolorimeter- 
réhrehen auf 5 ccm aufgefiillt, in die Skala einzuordnen sucht. Manch- 
mal, doch selten, mu8 man bei minimalen Differenzen im Farbenton 
lediglich die Helligkeitsunterschiede zur Beurteilung heranziehen, was 
nach einiger Ubung auch leicht gelingt. Hat man Kaliummengen iiber 
0,5mg zu ermitteln, dann kann selbstverstandlich nur ein aliquoter 
Teil der Lésung, auf 5ccm aufgefiillt, zur Bestimmung kommen. 


') Hierbei wird das dreiwertige Kobalt des Kobaltkaliumnitritnieder- 
schlages zweiwertig unter Bildung von Kobaltchloriir, CoCl,, welches sich in 
starker Salzsiure griinblau bis blau farbt. Die anderen Umsetzungsprodukte 
sind fiir unsere Bestimmung ohne Interesse. 

*) Die ganze Skala sieht dann folgendermaBen aus: 

Réhrehen 1 2 3 4 5 6 
mg K 0,025 0,05 0,075 0,1 0,125 0,15 
Réhrchen 9 10 11 12 13 14 
mg K 0,225 0,25 0,3 0,35 0,4 0,45 
in je 5ceem Fliissigkeit (27 proz. Salzsiéure). 
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Es empfieblt sich durchaus, diese kolorimetrischen Bestimmung:n 
so oft als méglich auch durch andere Beobachter kontrollieren zu lassen 
und aus den verschiedenen Bestimmungen die jeweiligen Mittelwerte 
zu entnehmen. Das wurde auch bei den vorliegenden Untersuchungen 
gemacht. Uber die Resultate gibt Tabelle I Auskunft. Es ist also die 
Genauigkeit fir Werte unter 0,25 mg Kalium 0,025 mg Kalium, fiir 
Werte von 0,25 bis 0,5mg Kalium etwa 0,05mg Kalium. Nur bei 
gréBerer Ubung kann es gelingen, diese Empfindlichkeit durch Schatzen 
von Mengen zwischen zwei Farbenstufen noch auf '/,. bzw. fiir gréBere 
Mengen auf !/,,mg Kalium zu erhéhen, womit aber auch fiir das Ver- 
fahren in der vorliegenden Form die duBerste Genauigkeitsgrenze 
erreicht ist. 

Fir diese kolorimetrischen Bestimmungen la8t sich natiirlich auch 
ein Kolorimeter verwenden, z. B. der Apparat nach Dubosg, der mir 
zu diesem Zwecke von Herrn Prof. Dr. Weinland aus dem Labora- 
torium fiir Angewandte Chemie in liebenswiirdigster Weise zur Ver- 
fiigung gestellt wurde. Man nimmt fiir die hier in Frage kommenden 


Mengen am besten auch Lésungen von 5ccm Volumen und wiahlt dice F 


Standardlésung, falls méglich, zweckmaéBig von ungefihr dem gleichen 
Kaliumgehalt, der in der zu untersuchenden unbekannten Lésung zu 
erwarten ist. 


Es darf dabei nicht verschwiegen werden, daB die Bestimmung — 


mit dem Kolorimeter nach Dubosq nicht sehr einfach ist, wofern man 


es nicht durch einige Ubung gelernt hat, von kleinen Farbenunter- f 
schieden zu abstrahieren und die beiden Felder nur nach ihrem Hellig. F 


keitswert einzustellen. Dies wird wesentlich erleichtert durch Darunter 
halten der dem Instrument beigegebenen farbigen Glasscheiben, dic 
man sich in jedem einzelnen Falle durch Ausprobieren _heraus- 
zusuchen hat. 


Die Metallteile des Kolorimeters sind selbstverstindlich vor Salz- 
siuredimpfen sorgfaltigst zu schiitzen und nach jedem Gebrauch gut 
zu reinigen und zu trocknen, die Lésungen diirfen aus diesem Grunde 
auch nicht lingere Zeit darin stehen bleiben, die Standardlésung ist 
jeweils neu zu bereiten. Die einzelnen Bestimmungen sind deswegen 
auch méglichst rasch durchzufihren. 

Die Tabelle I gibt eine kurze Ubersicht tiber die Ergebnisse de 
angewandten Methoden. Sie wurde so gewonnen, daB bekannte Menger 
Kalium in Kaliumchloridlésungen (s. oben) sowohl nach Kramer. 
Tisdall als auch nach den beiden eben beschriebenen kolorimetrischen 
Methoden bestimmt und die Fehler beider Verfahren, in Prozente 


umgerechnet, einander gegeniibergestellt wurden. Fiir jede der beiden : 


kolorimetrischen Bestimmungsmethoden wurden jeweils besonder 
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Analysen angesetzt, d. h. die Lésungen der Genauigkeit halber nicht 
aus dem Réhrchen in das Kolorimetergefi®B umgegossen und um- 
gekehrt. Aus den einzelnen Fehlern wurden dann jeweils die Mittel- 
werte, d. h die Durchschnittsfehler berechnet. 











Tabelle I. 
Kaliumbestimmungen in Kaliumchloridlésungen. 
Zugesetzte Kolorimetrisch bestimmte Menge Kalium Nach 
Menge | Mae ] ncaa, || MitKolorimeter cas. || bestiomse | Febler 
t oO 5 
Nt Kalium Rébrchenskals, Febler nach Dubosg Febler Menge Kalium 
mg K mg K Proz. mg K Proz. mg K | Proz. 

l 0,025 0,025 + 0 0,022 —12 0,0262 +48 

2 0,05 0,05 + 0 0,051 + 2 0,0497 — 2,6 
a 3 0,075 0,075 + 0 0,076 + 13 0,073 — 2.6 
» 4 0,1 0,1 + 0 0,11 +10 0,09088 — 9,2 
s 5 0,15 0,175 + 16,6 0,132 — 12 0,151 — 0,66 
» 6 0,175 0,15 —14 0,176 + 0,57 0,175 +0 
, 7 0,2 0,2 + 0 0,196 — 2 0,202 +1 
s 8 0,3 0,325 + 8 0,297 — | 0,292 — 2.6 
5 9 0,35 0,35 + 0 0,328 — 63 0,325 — 7,15 
510 0,45 0,425 — 55 0,417 — 7,3 0,493 + 9,55 
Bll) O06 0,5 - 0 0,486 — 2,86 0,511 + 2,2 
Bi2) «0,6 0,625 + 4 0,579 — 35 0,596 — 0,7 
B13 0,7 0,6 —14 0,694 — 0,86 — — 
ni4 «09 0,9 0 0,873 — 3 — — 

15 10 =| ~=0,975 — 25 1,02 + 2 — -- 
/Durchschnittsfehler . . |— 0,46 — 2,33 — 0,66 
)Durchschnittsfehler der kolorimetrischen 
Bestimmung tiberhaupt ....... — 1,395 Proz. 


Die Tabelle zeigt, daB die durchschnittlichen Fehler beider Methoden 
mrecht wenig differieren: die kolorimetrische Methode gibt durch- 
' schnittlich nur um 0,8 Proz geringere Werte als die Kramer-Tisdall sche. 
=Das Resultat befriedigt angesichts der Tatsache, daB es sich ja aus- 
. schlieBlich um Werte unter 1,0 mg handelt. DaB in beiden Fallen auch 

hier und da einmal ein etwas gréBerer Fehler unterlaufen ist, ist doch 
wohl nur auf die bei derartigen Serienanalysen schwer zu vermeidenden 
HVersuchsfehler zuriickzufiihren und nicht Schuld der Methode als 
solcher. Dafir spricht auch, daB die Fehler das eine Mal positiv, das 
andere Mal wieder negativ ausgefallen sind. 
Welcher von den beiden kolorimetrischen Methoden man den 
‘orzug geben soll, ist schwer zu entscheiden, obwohl der Durchschnitts- 
fehler bei der Bestimmung mit der Réhrchenskala kleiner ist als bei 
ler Bestimmung mit dem Dubosqschen Kolorimeter. Es riihrt dies 
*ben daher, daB bei ersterem Verfahren die Auswahl auf nur 15 Réhrchen, 
ter denen man eben viel leichter das richtige aussuchen kann, be- 
shrinkt ist. Andererseits sind die Einzelfehler aber auch in diesem 
Biochemische Zeitschrift Band 150. 36 
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Falle viel gréBer als bei der Bestimmung mit dem Kolorimeter 
nach Dubosg, welches eine feinere Abstufung der Farbenintensiti 
2ulaBt. 

Der Hauptvorteil der kolorimetrischen Methode gegeniiber der Kramer- 
Tisdallschen ist mithin ihre technisch wesentlich leichtere Durchfiihr- 
barkeit bei ungefdhr gleicher Genauigkert. 

Ich verwandte das kolorimetrische Verfahren alsdann zur Kaliun.- 
bestimmung im Blutserum, sowohl von Menschen, als auch von Tieren 
stets die Ergebnisse vergleichend mit denen der Kramer-Tisdallschen 
Methode. Das Blutserum wurde durch einfaches Stehenlassen des 
entnommenen Blutes oder durch Zentrifugieren gewonnen. Auf das 
Auffangen des Blutes unter Paraffin wurde verzichtet, teils aus duBeren 
Griinden, teils weil es sich ja vorlaufig nicht um Ermittlung des abso- 
luten Kaliumgehaltes des Serums, sondern nur um die Ausarbeitung 
und Priifung der Methodik handeln sollte, und es daher nicht schaden 
konnte, wenn in beiden Fallen der gleiche Fehler begangen wurd: 
Daraus erkliren sich auch die untereinander etwas schwankenden 
Werte. Das Serum stammte teils von normalen Versuchspersonen 
teils von verschiedenen Patienten der medizinischen Poliklinik. 


Die Ergebnisse sind folgende : 











Tabelle II. 
Kaliumbestimmungen im Blutserum. 
Kolorimetrisch - —— Differenz') beider 

Nr. Material Mange ee - —_ bestimmte Menge Bestimmungen 

i Kalium 

| com | mg K mg K Proz. 
1 |Menschenserum, 1 R*) 02375 | 0,249 — 5,06 
2 || . 1 0,25 0,241 + 3,73 
3 | s 1 R_ 0,25 | 0,257 — 28 
4 . 1 D?*) 0,226 0,226 +0 
5 | i 1 D 0,229 0,227 + 0,882 
6 | . 1 D 0,243 0,241 + 0,82 
7 | a l D = 0,215 0,221 — 2,78 
8 i 1 D 0,246 0,244 + 0,81 
it) ® 1 D 0,214 0,227 — 6,07 
10 | Rinderserum | 1 D 0,238 02414 | —1,26 
ll - 1 D 0,246 0,249 — 1,22 
12 || ut } 1 D 0243 «| 0,244 — 0,41 
Durchschnittliche Differenz beider Bestimmungen ...| —1,I1 


1) Bei Berechnung dieser Differenz wurde als Ausgangswert stets cle 
kolorimetrisch bestimmte zugrunde gelegt. Daraus erklaren sich «i 
wechselnden, teils positiven, teils negativen Vorzeichen. 

*) R = Kolorimetrische Bestimmung mit Réhrchenskala. D = Kolor- 
metrische Bestimmung mit Kolorimeter nach Dubosg. 
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Die Zusammenstellung zeigt, daB die kolorimetrische Methode 
durchschnittlich nur um 1,11 Proz. niedrigere Werte liefert als die 
Kramer-Tisdallsche, wobei die einzelnen Differenzen wiederum sowohl 
positiv als auch negativ ausgefallen sind; der gréBte sich dabei er- 
gebende Unterschied war ein solcher von 6,07 Proz., d. h. in diesem 
speziellen Falle von 0,013 mg Kalium in leem Blutserum. Ob die 
kolorimetrische Bestimmung mit Hilfe der Réhrchenskala oder mit 
dem Kolorimeter nach Dubosq den Vorzug verdient, liBt sich auch 
hieraus nicht deutlich erkennen. Weil letztere, wie schon erwihnt, 
zweifellos eine feinere Abstufung erméglicht, wurde sie von mir auch 
ifter angewandt als die erstere, doch haften ihr die oben bereits geriigten 
Mingel an. Zu den beiden Bestimmungen wurden natiirlich verschiedene 
Proben der einzelnen Sera verwendet. 

Zum SchluB habe ich auch noch einige andere menschliche und 
tierische Korperfliissigkeiten untersucht, so Glaskérperfliissigkeit von 
Rinderaugen, menschlichen Urin und ein Pleuraexsudat. Die Glas- 
kérperfliissigkeit wurde dadurch gewonnen, daB aus den festgefrorenen 
Rinderaugen — auf einer Kaltemischung aus zerkleinertem Kunsteis 
und Kochsalz — der Glaskérper als Ganzes herausgeschalt wurde, 
um auf einem aschefreien Papierfilter aufgetaut zu werden, so daB sich 
die vollkkommen klare Flissigkeit in das darunter befindliche Glischen 
ergoB. Auch das Pleuraexsudat muBte vor der Verarbeitung filtriert 
werden. 

Da menschlicher Urin bekanntlich groBe Mengen Kalium enthalt — 
meist tiber 3,0 mg in 1 cem —, so konnte hiervon wegen des geringen 
Fassungsvermégens der Zentrifugengliser (s. oben) nicht wie bei den 
anderen in Frage stehenden Fliissigkeiten 1 ccm ganz zur Bestimmung 
kommen, sondern nur ein Bruchteil davon auf einmal untersucht 
werden, und zwar wurden fiir die kolorimetrische Bestimmung 1/, ecm — 
unter spater Aufteilung der salzsauren Lésung des Kaliumkobalt- 
nitritniederschlages in drei Teile (s. oben) —, fiir die Bestimmung nach 
Kramer-Tisdall nur 0,1 ccm (mit Mikropipette abgemessen) verarbeitet. 
Die so erhaltenen Werte wurden dann jeweils fir die tabellarische 
Zusammenstellung aus Griinden der besseren Ubersicht auf 1 ccm 
Flissigkeit umgerechnet und nur so angegeben. 

Die meisten dieser kolorimetrischen Bestimmungen wurden 
wiederum aus den oben angegebenen Griinden mit dem Kolorimeter 
nach Dubosg ausgefiihrt und nur einige wenige mit der Réhrchenskala. 

Die Ergebnisse dieser Versuche veranschaulicht Tabelle III. 

Bei diesen Versuchen lieferte also die kolorimetrische Bestimmung 
Werte, die sich im Durchschnitt bis auf einen verschwindend kleinen 
Unterschied (0,076 Proz.) mit den bei der Kramer-Tisdalischen Be- 
stimmung erhaltenen deckten. Es ist dies um so erfreulicher, als die 
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Tabelle III. 


Kaliumbestimmungen in anderen menschlichen und tierischen Fliissigkeiten. 





Mr Nach 
Kolorimetrisch Kramer-Tisdall | Differenz') beider 


Ne) Material eed ee ee bestimmte Menge | Bestimmungen 
| com | mg K mg K Proz. 
1 Rinderglaskérper 1 R*) 0.1125 0,1078 + 418 
2 - 1 R 0,125 0,1232 + 16 
3 " l R 0,1375 0,1204 + 12,3 
4 r 1 D*) 0,121 0,1204 + 0,83 
5 z 1 D 0,108 0,1197 — & 
6 x 1 | D o119 0,1280 — 75 
7 || Menschenurin| 1%)| D 3,06 | 2.97 | + 294 
8 ‘ 1 D 297 2.89 + 2.69 
9 . 1 D 2,78 2,85 — 251 
10 | Pleuraexsudat l D_ 0,128 | 0,135 — 5,47 








Durchschnittliche Differenz beider Bestimmungen ...| — 0,076 


Kramer-Tisdallsche Methode eigentlich, wie schon oben erwahnt, nur 
fir die Kaliumbestimmung im Blutserum bestimmt ist, nach den vor- 
liegenden Ergebnissen sich aber auch fiir andere Flissigkeiten zu 
eignen scheint. Zuzugeben ist allerdings, daB durch die Errechnung 
einer durchschnittlichen Differenz, wie sie in den Tabellen durch- 
gefiihrt wurde, gréBere Einzelfehler, wie z. B. ein Unterschied beider 
Methoden um 12 Proz. in einem der Versuche (Nr. 3) verwischt werden, 
was indes an dem Gesamtergebnis als solchem wenig andert. Auch 
hier lieferte die kolorimetrische Bestimmung teils héhere, teils niedrigere 
Werte als die Analyse nach Kramer-Tisdall. Ferner zeigte sich dabei, 
daB auch kaliumreichere Flissigkeiten, wie Urin, dieser Untersuchung 
recht wohl zugiinglich sind. Auffallig ist, daB sowohl nach dieser, 
wie auch nach der vorigen Tabelle die Kramer-Tisdallsche Kalium- 
bestimmung jedesmal etwas héhere Durchschnittswerte liefert als die 
kolorimetrische Methode; vielleicht hangt dies mit den eingangs er- 
wihnten, unvermeidbaren Ungenauigkeiten bei der Permanganat- 
titration zusammen. 


Zusammenfassung. 
Man kann kleine Kaliummengen in Fliissigkeiten kolorimetrisch 
bestimmen durch Fdllen dea Kaliums als Kaliumkobaltnitrit und Au/- 
lésen des ausgewaschenen und trockenen Niederschlages in starker Salz- 


1) Bei Berechnung dieser Differenz wurde als Ausgangspunkt stets 
der kolorimetrisch bestimmte Wert zugrunde gelegt. Daraus erklaren sich 
die wechselnden, teils positiven, teils negativen Vorzeichen. 

*) R = Kolorimetrische Bestimmung mit Réhrchenskala. D = Kolori- 
metrische Bestimmung mit Kolorimeter nach Dubosq. 

8) Vgl. dazu das oben im Text Gesagte. 
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siure. Die Bestimmung kann sowohl mit Hilfe einer eigens dazu her- 
gestellten Réhrchenskala als auch im Kolorimeter nach Dubosqg vorgenommen 
werden. Die Ergebnisse stimmen bei allen untersuchten Fliissigkeiten 
in befriedigender Weise mit denen des Kramer-Tisdallschen Verfahrens 
iiberein. Die Bestimmung ist nicht nur fiir Blutserum, sondern auch fiir 
andere menschliche und tierische Korperfliissigkeiten brauchbar. Sie ist 
technisch wesentlich einfacher als die Kramer-Tisdallsche Methode. 

Es wird Aufgabe weiterer Untersuchungen sein, das Verfahren 
mit Hilfe kleinerer, eigens dazu herzustellender GlasgefiBe noch weiter 
zu verfeinern und seine Empfindlichkeit zu steigern, und es insbesondere 
fir Kaliumbestimmungen in den Augenfliissigkeiten des Menschen 
und kleinerer Tiere brauchbar zu machen, d. h. es auch Fliissigkeits- 
mengen unter 0,5 ccm anzupassen. 


Nachtrag. 

AnschlieBend an die ausfiihrliche Beschreibung der neuen Kalium- 
bestimmungsmethode méchte ich nun noch in wenigen Worten eine 
Verfeinerung des Verfahrens schildern. Um das Prinzip in aller Kiirze 
zu rekapitulieren: Das Kalium wird in der zu untersuchenden Fliissigkeit 
als Kaliumkobaltnitrit in Zentrifugenglasern gefallt, der ausgewaschene 
und getrocknete Niederschlag in 27 proz. Salzsiiure gelést und die blau- 
grine Lésung kolorimetrisch bestimmt. Die Genauigkeit des Ver- 
fahrens, das sich bisher nur fiir Mengen von 0,5 mg Kalium an aufwiirts 
eignete, habe ich nun noch zu steigern versucht, um auch allerkleinste 
Mengen von Blutserum und Augenflissigkeiten auf ihren Kaliumgehalt 
prifen zu kénnen. 

Die Kaliumfallung mit dem Kobaltnitritreagens geschieht in 
analoger Weise wie bei der bisherigen Bestimmung (je 1 ccm Reagens 
fir 0,1 mg Kalium), jedoch in besonders dazu angefertigten kleinen 
Zentrifugenglisern, die ziemlich lang und eng ausgezogen sind, aber 
noch stumpf endigen. Der gut abzentrifugierte Niederschlag wird 
dreimal mit je 1 bis 2 ccm Wasser ausgewaschen. Die Bestimmung wird 
in besonderen kleinen Kolorimeterréhrchen mit einem lichten Durch- 
messer von 9mm vorgenommen, die 5 ccm Flissigkeit fassen und mit 
Marken im Abstand von 1:lcm versehen sind (zu beziehen von der 
Firma Hépfner, Niirnberg). 

Die gréBte dabei zur Bestimmung kommende Kaliummenge soll 
0,1 mg Kalium nicht iibersteigen. Deshalb geschieht auch die Auf- 
lésung des Niederschlags in nur 1 ccm 27proz. Salzsiure. 

Zu der Bestimmung selbst hat man sich in analoger Weise eine 
Vergleichsfarbenskala herzustellen, die Standardlésungen von 0,005 
bis 0,1 mg Kalium in Abstufungen zu je 0,01 oder 0,005 mg K enthilt. 
Im letzteren Falle kann man zur Not noch Differenzen von 0,0025 mg K 
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durch Schaitzung ermitteln. Im iibrigen gilt sinngem&B alles in der oben 

zitierten Arbeit tiber die Bestimmung gréBerer Kaliummengen Gesagte. 
Tabelle IV veranschaulicht die Ergebnisse mehrerer Analysen in 

Kaliumchloridlésungen von genau bekanntem Kaliumgehalt. 


Tabelle IV. 
Kaliumbestimmung in Kaliumchloridlésungen. 





Zugesetzte Menge | Erhaltene Menge 


Nr. Fliissigkeitsmenge Kelium Kelium Fehler 
ccm mg K mg K Proz. 
1 0,2 0,005 0,005 + 0 
2 0,4 0,01 0,01 + 0 
3 08 0,02 0,015 — 25 
4 1,0 0,025 0,025 + 0 
5 0,7 0,035 0,035 + © 
6 0.8 0,04 0,045 + 125 
7 0,9 0,045 0,045 + @ 
8 0,55 0,055 0,0525 — § 
9 0,6 0,06 0,065 + 83 
10 0,65 0,065 0,065 + 0 
ll | 0,7 0,07 0,07 + 0 
12 | 08 0,08 0,085 + 62 
13 | 0:85 0,085 0,08 — 58 
14 0.9 0,09 0,0875 — 28 
15 | 1,0 0,1 0,1 + 0 





| 
= 
~1 
1 


Durchschnittlicher Fehler. . . 


Der Durchschnittsfehler (0,77 Proz.) ist allerdings auBerordentlich 
klein, dafiir sind begreiflicherweise die Einzelfehler ziemlich bedeutend 
(in einem Falle 25 Proz.), doch angesichts der winzigen Ausgangsmengen 
und der geringen Auswahl in der Abstufung der Farbenskala woh! 
verstandlich. 




















Tabelle V. 
Kaliumbestimmung im menschlichen Blutserum. 
l In 1 com BI fundene Menge Kalium | ; 
ie iar henlemaes Gene von se ~~ aay 
Nr. | Material | Differenz der 
0,1 com 0,25 ccm 1,0 ccm ') drei Werte 
Some Saree ee K ES _ mg KD ‘A mg K ia Proz. 
1 | SerumI | 0,25 0,24 0,24 4 
We anges aes 0.2 0,22 0,22 9,1 
oe 0.2 0,22 0,21 911 
4 een 02 0.21 0.21 48 
5 rit 0,225 0.24 0.23 6.2 
6 se, 0,2 qz | o 
7 ” Wit | 085 0,24 om | 4 
si , VII] 02% 0.2 022 | ILI 
3 ia 026 4«6©|)6|«6025) (|_~— (166 
Hh Sr, Sa eed: eek Ce 
Durchschnittliche Differenz. . . 6,29 
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Eine weitere Versuchsserie beschaftigt sich mit Kaliumbestimmungen 
in menschlichem Blutserum, die so durchgefiihrt wurden, daB von jedem 
der zu untersuchenden Sera je 0,1 und 0,25 ccm mittels Réhrchenskala 
und zur Kontrolle je 1 com mit dem Kolorimeter nach Dubosg auf ihren 
Kaliumgehalt gepriift wurden. Die Ergebnisse, simtlich auf je 1 ccm 
Flissigkeit umgerechnet, stellt die Tabelle V einander gegeniiber, in 
der gleichzeitig auch jeweils die gréBte Differenz der drei Bestimmungen 
prozentual errechnet wurde. 

Die einzelnen Differenzen sind auch hier zum Teil recht betrichtliche, 
doch glaube ich in der Tabelle gezeigt zu haben, daB man zur Not auch 
in nur 0,1 cem, d. h. 2 Tropfen Serum — Mikropipette! —, den Kalium- 
gehalt mit noch befriedigender Genauigkeit quantitativ bestimmen kann. 


Berichtigung 
zu der Arbeit von P. Hari, ,,Betrachtungen tiber das Entstehen der fieber- 
haft gesteigerten Kérpertemperatur*, diese Zeitschr. 149, 455, 1924: 

In der Anmerkung 1, die auf cine Arbeit von Z. Aszodi verweist, 
ist vom Korrektor versehentlich als Literaturstelle diese Zeitschr. 146, 
343, 1924 angegeben worden. 

In Wirklichkeit muB es heiBen: ,,Verwiesen sei auf eine Arbeit 
von Aszodi, die demnichst erscheinen wird.“ 


Berichtigung. 
In der Mitteilung von Wm. 0. Moor, diese Zeitschr. 149, 583, 1924, 


muB es heiBen: 
Zeile 12 statt gemeinem: ,,nativem*' und 
we 3. .w | WeOn.. Wee". 
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